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Kurzzusammenfassung I 
 
 
  
Kurzzusammenfassung 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Peptide des eif5a-Proteins synthetisch dargestellt, sodass 
diese in Lösung eine -hairpin Struktur aufweisen. Die so erhaltenen Peptide wurden auf ihre 
biologische Wirksamkeit mittels konfokaler Mikroskopie und Durchflusszytometrie 
untersucht. Die strukturelle Charakterisierung der Peptide erfolgte mittels moderner 2D-
NMR-Methoden. Weiterhin wurde untersucht, inwiefern die Größe der Peptide einen Einfluss 
auf deren Strukturen hat. Hierbei konnten die Peptide soweit vergrößert und strukturell fixiert 
werden, dass selbst mit bis zu fünf Cystein-Einheiten im Peptid noch eine regioselektive, 
intramolekulare Disulfid-Oxdation erfolgte. Modulare Mutationen mittels Einbau neuer 
funktionaler Aminosäuren ermöglichte die Darstellung supramolekularer Aggregate jenseits 
natürlicher Limitierungen, so konnten beispielsweise Peptide durch den Einbau von 
metallkomplexierenden Aminosäuren via Ga
3+
-Zugabe im wässrigen System reversibel 
trimerisiert werden. Durch punktuelle Alanin-Mutation konnte ein detailliertes, 
dreidimensionales Bild der Peptidstruktur entwickelt werden.  
 
 
Einordnung der Relevanz der Arbeit 
Exponierte Bereiche von Proteinoberflächen, wie beispielsweise -hairpins, sind relevant für 
posttranslationale Modifikationen und biomolekulare Erkennungsprozesse. Im Rahmen dieser 
Arbeit konnten -hairpin Peptide des eif5a-Proteins entwickelt und auf ihre biologische 
Wirksamkeit mittels Durchflusszytometrie charakterisiert werden, wobei gezeigt werden 
konnte, dass die entwickelten Peptide eine hohe Affinität gegenüber Monozyten aufweisen. 
Diese Beobachtung ermöglicht es, die Peptide als Transportsystem für molekulare 
Tuberkulose-Wirkstoffe zu nutzen. In konfokalen Mikroskopie-Experimenten konnte gezeigt 
werden, dass die dargestellten eif5a-Hybridpeptide eine spezifische Reaktion im Zytoskelett 
auslösen, was die bisherige Vermutung über die Existenz eines eif5a-sensitiven Rezeptors 
bestätigt. Der Nachweis dieser Existenz ist für die Entwicklung neuartiger Wirkstoffe 
unerlässlich. 
  
II  Abstract 
 
Abstract 
Within the scope of this work peptides derived from the eif5a-protein were synthesized in 
such a manner that these peptides showed a fixed -hairpin conformation in solution. The so 
derived peptides were then tested for their biological effects via confocal microscopy and 
flow cytometry. In flow cytometry experiments the peptides showed a high affinity towards 
monocytes, bearing the opportunity of using these structures as potential tuberculosis drugs. 
Structural elucidation was performed by modern 2D-NMR techniques. Furthermore it was 
investigated how structure and size have an impact on the dynamic and rigidity of the peptide 
epitopes in solution. While increasing the peptides sizes, five cysteine residues could be 
incoperated and still result in a regioselective, intramolecular disulfide oxidation. Modular 
mutations via the incoperation of new functional amino acids lead to the syntheses of 
supramolecular aggregates, for instance the use of metal-chelating amino acid allowed the 
reversible trimersation of peptide residues in aqeous media by the addition of Ga
3+
. Punctual 
Alanine-mutations allowed the development of a detailed, threedimensional structure of these 
peptides. 
 
 
Significance Statement 
Exposed regions of protein surfaces like -hairpins are relevant for posttranslational 
modifications and molecular recognition. Within the scope of this work -hairpin peptides of 
the eif5a-protein were developed and biologically tested via confocal microscopy and flow 
cytometry. In flow cytometry experiments on peripheral mononuclear blood cells it was 
shown that the peptides have a high affinity towards monozytes, bearing the opportunity of 
using these peptides as a carrier system for molecular tuberculosis drugs. In confocal 
microscopy experiments on Jurkat 2D10 HIV-cells it was proven that the peptides caused a 
specific reaction within the cytoskeleton, which fortifies the to date assumption of the 
existence of an eif5a-selective cellreceptor. The verification of this receptor is prone for the 
development of new medications. 
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1. Einleitung 
 
Natürliche und synthetische Peptide nehmen im Alltag unterschiedlichste Rollen ein. Ihr 
Anwendungsbereich reicht von Hormonen und Neurotransmittern über Süßstoffe und 
Schlangengifte bis hin zum Medikament. Diese diversen Funktionen werden durch die 
strukturelle und funktionelle Vielfalt von Peptiden ermöglicht, so dass beispielsweise die 
zufällige Verknüpfung von sechs Aminosäuren in der Kombination die Darstellung von 
64 Millionen unterschiedlichen Hexapeptide zulässt. Ein Peptid, welches bereits als 
Medikament im klinischen Alltag etabliert ist, ist das zyklische Peptid Octreotid, welches zur 
Behandlung von Magen-Darm-Karzinomen eingesetzt wird.
[1–3]
  
 
Abbildung 1-1: Durch manuelle Synthese des Ser
44
-His
57
-Peptidfragments des eif5a-Proteins verliert dieses 
Fragment die biologische Aktivität des Proteins (blau). Durch Vereinigung des eif5a-Epitops mit dem 
hydrophoben Cluster (gelb) nach Cochran et al. wird ein konformationell stabiles Epitop erhalten.
[4]
 Werden in 
dieser entwickelten Peptidsequenz zusätzlich neue, nicht-proteinogene Aminosäure-Bausteine angewendet, wie 
Desoxyhypusin, Hypusin oder ein Maltol-funktionalisiertem Lysin-Derivat, so kann eine Information darüber 
liefern, inwiefern das biologische Signal vom Grad der posttranslationalen Modifikation abhängig ist. 
Bei Octreotid handelt es sich dabei um ein 14 Aminosäure langes Disulfid-Peptid, welches ein 
synthetisches Analogon des Peptidhormons Somatostatin darstellt. Während Octreotid in 
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Lösung nachweislich eine -hairpin-Struktur aufweist, kann diese Struktur für das gesamte 
Hormon nur im konformationellen Gleichgewicht gefunden werden. Diese Sekundärsturktur 
ist für die zytoprotektiven Eigenschaften notwendig und die Erkennung dieser Struktur erfolgt 
über wohldefinierte Regionen der Peptid- bzw. Proteinoberfläche, die als konformationelles 
Epitop bezeichnet wird. Am Stärksten exponiert ist eine Peptidsequenz in einem -turn, 
weshalb viele Erkennungssequenzen und Epitop-Strukturen innerhalb einer solchen 
Sekundärstruktur fixiert sind. Ein -turn wird von bis zu vier kanonischen Aminosäuren 
ausgebildet. Dabei kann keine allgemeine Aussage darüber getroffen werden, dass die 
Rigidität bzw. Flexibilität der Epitop-Region direkt mit der biologischen Wirksamkeit 
korreliert. Im Falle des Octreotids kann, da der biologische Effekt mit der Rigidität des 
Epitops einhergeht, die Wechselwirkung mit dem Schlüssel-Schloss-Prinzip erklärt  
werden.
[5–7]
 Im Rahmen dieser Arbeit sollte, analog zum Octreotid, das biologisch relevante 
Epitop eukaryotischen Translations-Initiierungsfaktors 5a (eif5a) synthetisch in einer -
hairpin Struktur fixiert werden. Dazu sollte anhand veröffentlicher Kristallstrukturen die 
relevante Epitop-Region dieses Proteins identifiziert und durch etablierte synthetische 
Methoden in einer -hairpin-Struktur festgehalten werden. Durch den Aufbau formstabiler -
hairpin Peptide und der daraus resultierenden Rigidität bzw. Flexibilität des eif5a-Epitops 
sollte ein biologischer Effekt generiert werden. Es bedarf diverser chemischer 
Lösungsansätze, um Peptide bzw. Proteinfragmente in ihrer natürlichen Form zu fixieren, was 
beispielsweise durch Disulfid-Bildung
[8,9]
, Makrolacton- bzw. Makrolactamisierung
[10]
 oder 
Click-Chemie
[11–13]
 erfolgen kann. Während die Natur durch die Torsionswinkelpräferenzen 
der kanonischen Aminosäuren in der Epitop-Region nur bestimmte Geometrien zulässt, kann 
die organische Chemie durch zusätzliche, meist zyklische Restriktionen einen direkten 
Einfluss auf Struktur und Dynamik der Region nehmen. Durch Optimierung von Struktur und 
Dynamik, deren Charakterisierung mittels NMR-Spektroskopie erfolgte, sollten Epitope 
generiert werden, welche die publizierten Kristallstrukturen des unmodifizierten Proteins in 
der Epitop-Region nachahmen. Anwendung der Peptide in der konfokalen Mikroskopie, als 
auch in der Durchflusszytometrie sollten dann direkte Beziehungen zwischen biologischem 
Effekt und der Struktur bzw. Dynamik der Epitop-Region liefern. Die Synthese von SPPS 
geeigneten Bausteinen des posttranslational-modifizierten Lysin-Derivats Hypusin sollte 
zusätzlich Aufschluss darüber geben, inwiefern diese Modifikation für die biologische 
Funktion relevant ist (Abbildung 1-1). 
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1.1 Der eukaryotische Translations-Initiierungsfaktor 5a 
 
Beim eukaryotischen Translations-Initiierungsfaktor 5a (eif5a) handelt es sich um 16 kDa 
schweres, saures Protein, das mit Ausnahme von Eubakterien in allen Lebensformen 
hochkonserviert ist.
[14–17]
 Die kritische Funktion des Proteins ist unbekannt, jedoch wird es 
unter anderem mit Proteinbiosynthese
[17,18]
, mRNA-Degradation und dem mRNA-Transport 
zwischen dem Zellkern und Zytoplasma in Zusammenhang gebracht.
[19–27]
 Dabei stimuliert 
das Protein die Methionyl-Puromycin-Synthese
[27]
, nimmt also Einfluss auf die Bildung der 
ersten Peptidbindung und beschleunigt somit die Translations-Elongation.
[28]
 Während lange 
Zeit eif5a als klassischer Translations-Initiierungsfaktor wahrgenommen wurde, zeigen 
aktuelle Studien, dass eif5a selektiv nur translatierende Ribosomen bindet.
[14,29]
 Eif5a ist dabei 
das einzig bekannte zelluläre Protein, welches die nicht-proteinogene Aminosäure Hypusin 
trägt. Der Name leitet sich dabei von Hydroxy-Putrescyl-Lysin ab. Hypusin wurde erstmals 
1971 von Shiba et al. in Rinderhirn nachgewiesen.
[30]
 Hypusin wird dabei ausgehend vom 
Lysin-Vorläufer des eif5a-Proteins und dem Polyamin Spermidin in einer zweistufigen 
Reaktion synthetisiert. Im ersten Schritt katalysiert die Desoxyhypusinsynthase (DHS, EC 
2.5.1.46) den Transfer des 4-Aminobutyl-Restes des Spermidins auf das -Amin eines 
spezifischen Lysins, welches Lys
50
 im menschlichen Protein entspricht. Die Transferase ist 
dabei von der Präsenz von NAD
+
 abhängig.
[31]
 Nachfolgend wird das Desoxyhypusin-
Intermediat durch die Desoxyhypusin-Hydroxylase (DOHH; EC 1.14.99.29) und 
molekularem Sauerstoff stereoselektiv an der -Position hydroxyliert (Schema 1-1). Als L-
Hypusin wird dabei immer das (S)-Enantiomer der L-Aminosäure bezeichnet, andere Enantio- 
bzw. Diastereomere sind unbekannt. Die Biosynthese des Hypusins auf Basis des Spermidins 
nimmt eine zentrale Rolle in der Zellproliferation ein.
[17,32,33]
 Es konnte in einer zentralen 
Arbeit eindeutig nachgewiesen werden, dass alleine Spermidin und nicht Spermin einen 
direkten Einfluss auf die Hypusin-Biosynthese nimmt.
[34]
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Schema 1-1: Biosynthese des hypusinierten eif5a: Ausgehend vom Lysin
50
-Vorläufer erfolgt der Transfer einer 
4-Aminobutyl-Einheit des Spermidins auf die Lys-Seitenkette, katalysiert durch das Enzym 
Desoxyhypusinsynthase (Dhu). Stereoselektive Oxidation durch die Desoxyhypusinhydroxylase (DOHH) mit 
molekularem Sauerstoff liefert schließlich das Hypusin-haltige Protein. 
1.1.1. Mechanismus der Desoxyhypusin-Synthese 
 
DHS katalysiert eine komplexe Reaktionssequenz, bei der aus Spermidin und der Lys
50
-Form 
des eif5a-Proteins und NAD
+
 als Cofaktor eine spezifische Lysin-Seitenkette zum 
Desoxyhypusin umgesetzt wird. Das Enzym zeigt dabei eine hohe Spezifität, sowohl 
gegenüber dem Protein-Substrat, als auch der Polyamin-Quelle Spermidin.
[31]
 Studien, bei 
welchen vom Protein abgeleitete Peptidsequenzen auf ihre Substratwirkung untersucht 
wurden, zeigten, dass erst Peptide größer der Sequenz Gly
30
-Cys
80
 vom Enzym als Substrat 
erkannt werden.
[35]
 Als Messmethode zur Bestimmung des Reaktionsumsatzes am Enzym der 
Synthase hat sich ein Radioimmunoessay etabliert, bei welchem das Protein mit [1,8-
3
H]-
markierten Spermidin am Enzym umgesetzt wird. Nach Proteinaufreinigung mittels Ionen-
Austausch-Chromatographie oder SDS-Page liefert die gemessene Radioaktivität eine 
Aussage über den Reaktionsumsatz.
[36–39]
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Bei Abwesenheit des Lys
50
-eif5a-Proteins zeigte das Enzym eine mögliche Nebenreaktion, 
bei welcher Spermidin zu 1,3-Diaminopropan und 1-Pyrrolin umgesetzt wird (Schema 1-
2).
[21,25,40]
 In einer weiteren Studie wurde das gelabelte Desoxyhypusin-haltige Protein 
eif5a([
3
H]Dhu) in Gegenwart von NADH und 1,3-Diaminopropan inkubiert, was zu einem 
Verlust der Radioaktivität im Protein führte. Die Freigesetzung der Protein-gebundenen 
Radioaktivität war dabei abhängig von der Präsenz des Enzyms, als auch von der 
zugegebenen Konzentration an 1,3-Diaminopropan. Die Radioaktivität konnte im 
freigesetzten Spermidin detektiert werden. Da keine Protease-Inhibitoren zugesetzt wurden, 
konnte der proteolytische Abbau des Proteins als mögliche Ursache der Freisetzung der 
Radioaktivität ausgeschlossen werden. Weitergehend war das beobachtete Phänomen auf die 
Desoxyhypusin-haltige Form des Proteins limitiert. Für das oxidierte Protein eif5a([
3
H]Hpu) 
konnte kein Verlust der Protein-gebundenen Radioaktivität gemessen werden. Dies lässt den 
Rückschluss zu, dass es sich bei der Synthase-Reaktion um einen reversiblen Prozess handeln 
muss. In Anwesenheit des 1,3-Diaminopropans konnte kein zusätzliches 1-Pyrrolin 
identifiziert werden. Diese Ergebnisse, sowie die NAD
+
-Abhängigkeit der Reaktion, lassen 
davon ausgehen, dass im ersten Schritt dieser Reaktion C4-Dehydro-Spermidin involviert ist. 
Um nachzuweisen, dass der Transfer des 4-Aminobutyl-Restes eine kovalent gebundene, 
enzymatische Zwischenstufe durchläuft, wurde das Desoxyhypusin-haltige Protein mit NAD
+
 
und dem Enzym inkubiert. Aufgrund der bekannten Reversiblität der Reaktion konnte sich bei 
Ausbildung eines kovalent-gebundenen Enzym-Aminobutylkomplexes die entsprechende 
Imin-Zwischenstufe ausbilden, die sich dann durch Zugabe von NaCNBH3 als 
Reduktionsmittel zum Amin reduzieren ließ.
[41,42]
 Durch Sequenzierung des tryptischen 
Proteins konnte Lys
329
 als Position der Iminbildung für die humane Synthase identifiziert 
werden.
[43]
 Die kritische Rolle dieser Position konnte durch Mutagenese-Studien verifiziert 
werden. Hierbei zeigten die Mutanten K
329
R und K
329
A keinerlei Aktivität, obwohl beide 
Mutanten in der Lage waren den eif5a-Vorläufer zu binden.
[36,41]
 Hartmann et al. berichteten, 
dass die aus Tabakpflanzen isolierte Synthase in der Lage ist, Putrescin als alternativen 
Butylamin-Akzeptor anzuwenden, was in der Synthese von Homospermidin resultierte.
[39]
 
Diese Beobachtung konnte auf die humane DHS übertragen werden, wobei jedoch der 
entsprechende Km Wert für Putrescin (1.1 mM) deutlich höher liegt im Vergleich zum 
Spermidin (1.5 µM). Im Gegensatz zu eif5a([
3
H]Dhu) konnte auch hier für eif5a([
3
H]Hpu) 
keine Reversiblität festgestellt werden, was die Oxidation zu einer irreversiblen 
Proteinmodifikation macht. Der aus diesen gesamten Untersuchungen vorgeschlagene 
Mechanismus ist in Schema 1-2 gezeigt.
[31]
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Schema 1-2: Postulierter Mechanismus der Biosynthese von eif5a(Dhu): Ausgehend von Spermidin wird dieses 
zunächst oxidiert, bevor das C4-Dehydro-Spermidin unter der Freisetzung von 1,3-Diaminopropan ein Imin mit 
einer Lys-Seitenkette der DHS ausbildet. Als reaktive Position konnte dabei Lys
329
 identifiziert werden.
[31,35]
 In 
Abwesenheit von eif5a(Lys) konnte dieses Intermediat durch Zugabe von NaCNBH3 reduziert und als 
DHS(Dhu) isoliert werden. Auch Pyrrolidin konnte als Reduktionsprodukt nachgewiesen werden.
[35,43]
 Wurde 
statt eif5a(Lys)  Putrescin hinzugefügt, so wurde Homospermidin erhalten. Bei Zugabe von eif5a(Lys) wird eine 
Trans-Iminierung angenommen, bevor das resultierende eif5a-Imin zu eif5a(Dhu) reduziert wird.  
1.1.2 Struktur und Inhibition von DHS 
 
Bevor Kristallstrukturen der Synthase bekannt waren, wurde in einer Studie die active site des 
Enzyms durch Spermidin- und Polyamin-Analoga untersucht. Dabei konnte herausgefunden 
werden, dass zur Inhibition zwei basische funktionelle Gruppe im Abstand von sieben bis acht 
Methylen-Einheiten nötig sind (Tabelle 1-1). Derivate mit sterisch anspruchsvollen Resten im 
Methylen-Rückgrat und sekundäre Amine zeigten keine Inhibition in vitro. Die stärksten 
Inhibitionswerte konnten für N1-Guanidyl-1,7-diaminoheptan (GC7) und dessen methyliertes 
Analogon erhalten werden (Tabelle 1-1). Im Vergleich zu Spermidin (Km = 7.20 µM) und 1,7-
Diaminoheptan (Ki = 5.60 µM) konnte für GC7 ein Ki = 0.01 µM bestimmt werden.
[35,44–46]
 
GC7 führte zur Inhibition der Zellproliferation für Mammalia-Zellen, sowie für einige 
Krebszellen.
[47]
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Tabelle 1-1: Inhibition der DHS mit Diamin- und Bis(guanidyl)-Alkyl-Derivaten. Eine basische Funktionalität 
ist an beiden Kettenenden nötig. Die entsprechenden Mono-Amin bzw. Mono-Guanidyl-Derivate zeigten nur 
unzureichende Inhibition. Während bei den Diamin-Derivaten mit sieben Methyleneinheiten das Minimum 
gefunden wurde, wurde dieser Wert für das Mono-guanidylierte-Derivat GC7 noch deutlich unterschritten.
[44]
 
 
Bis zur Publikation der esten Kristallstruktur im Jahre 1998 (Abb 1-2) war die active site des 
Enzyms nicht biochemisch charakterisiert, noch war etwas über die Stöchiometrie der 
Substrat-Anbindung bekannt.
[40,48–50]
 Die native Form des Enzyms existiert als Tetramer 
bestehend aus vier identischen Untereinheiten von 40 kDa bis 43 KDa in  
222 Symmetrie.
[50–52]
 Das Tetramer umfasst zwei assoziierte Dimere mit zwei active sites, die 
sich jeweils an den Trennfläche der Dimere befinden. Jede Untereinheit umfasst sechs 
parallele, ein anti-paralleles -Faltblatt und 16 Helices. Die gesamte Anordnung jeder 
Untereinheit entspricht dabei dem Rossmann-Dinucleotid-Bindungsmotiv, welches oft in 
Dehydrogenasen zu finden ist.
[53]
 Da die Kristallisation der in Abbildung 1-2 gezeigten 
Struktur bei pH 4.5 und hoher Ionenstärke (1.7 M Phosphat) erfolgte, war es den Autoren 
nicht möglich, NAD
+
 bzw. GC7 in der active site zu cokristallisieren. In einem in vitro Essay 
zeigte die erhaltene Struktur keinerlei Aktivität. 
  
8  1. Einleitung 
 
 
 
Abbildung 1-2: Kristallstruktur der tetrameren Desoxyhypusin-Synthase, die Kristallisation erfolgte bei 
niedrigem pH-Wert und hoher Ionenstärke (pdb: 1dhs).
[48] 
Im Jahre 2004 lieferte die Kristallisation des Enzyms bei physiologischem pH-Wert und 
deutlich niedrigerer Ionenstärke eine Kristallstruktur, die auch in vitro Aktivität 
aufzeigte (Abbildung 1-3). 
 
Abbildung 1-3: Kristallstruktur der tetrameren Desoxyhypusin-Synthase, die Kristallisation erfolgte bei 
niedrigem pH-Wert und hoher Ionenstärke. Cokristallisation mit NAD
+
 (pdb: 1roz).
[48]
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Während in der ersten Kristallstruktur die active sites durch eine von den Autoren als ball and 
chain-Motiv beschriebene Struktur (Ala
11
-Val
17
) N-terminal den Zugang des Substrat 
blockierte, konnte in der aktuellen Struktur des Holoenzyms DHS:NAD
+
 dieses Motiv nicht 
wiedergefunden werden, was direkt mit in vitro Aktivität korrelierte.
[54]
 Zusätzlich konnte 
auch das Holoenzym DHS:NAD
+
 mit dem Inhibitor GC7 kristallisiert werden.  
(Abbildung 1-4). 
 
Abbildung 1-4: Kristallstruktur der Desoxyhypusin-Synthase: Der kompetitive Inhibitor GC7 konnte 
gemeinsam mit NAD
+
 cokristallisiert werden. Die Kristallisation erfolgte bei niedrigem pH-Wert und hoher 
Ionenstärke. Cokristallisation mit NAD
+
. (pdb: 1rqd).
[48]
  
Auf der Basis dieser Kristallstruktur wurden weitere theoretische Berechnungen durchgeführt, 
die jedoch bis heute keinen potenteren Inhibitor als GC7 hervorgebracht haben.
[55–57]
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1.1.3 Struktur und Inhibition von DOHH 
 
Im Gegensatz zu DHS ist zur DOHH nur wenig bekannt. Es handelt sich hierbei um ein nicht-
Häm-basierendes Dieisen-Enzym, welches unter Verwendung von molekularem Sauerstoff 
stereoselektiv eif5a(Dhu) an der -Position von Dhu50 hydroxyliert. (Schema 1-1). Diese 
posttranslationale Modifikation ist für den nuklearen Export spezifischer mRNAs 
essentiell.
[58]
 2006 wurde auf der Basis von CD-Spektroskopie eine -helixreiche Struktur 
vorausgesagt, die zur Familie der Heat-Proteine gehört
[31,59]
, was 2010 durch 
Kleinwinkelstreuung bestätigt werden konnte.
[60]
 Durch Mutagenese-Studien konnte 
herausgefunden werden, dass die Umgebung der beiden Eisenzentren zwei Histidin- und 
Glutaminsäure-haltige Koordinationssphären umfasst. Mößbauer-Spektroskopie zeigte 
zudem, dass es sich bei den beiden Eisen(III)zentren um High-Spin-Konfiguration handelt.
[61]
 
2015 wurde erstmals eine ausreichend aufgelöste Kristallstruktur des Enzyms erhalten, 
welche die Anwesenheit eines µ-1,2-Peroxo-Dieisen(III) aufzeigte.
[58]
 Die Gesamtstruktur des 
Enzyms ist in Abbildung 1-5 gezeigt. Es handelt sich dabei um zwei DOHH Monomere mit 
pseudosymmetrischer Anordnung einer N- und einer C-terminalen Domäne, wobei jede 
Domäne aus vier Heat-Einheiten besteht.  
 
Abbildung 1-5: Kristallstruktur der Desoxyhypusin-Hydroxylase: Zwei DOHH Monomere kristallisierte in 
pseudosymmetrischer Anordnung jeweils einer N- und C-terminalen Domäne (pdb: 4d50).
[58]
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Jedes der beiden Eisenatome ist von jeweils zwei Histidin- und einer Glutamat-Seitenkette 
umgeben (Abbildung 1-6). Fe
1
 ist dabei von His
89
, Glu
90
 und His
207
 koordiniert, während Fe
2
 
von den Seitenkette der Aminosäuren His
56
, His
240
 und Glu
241
 komplexiert wird. 
Vorhergehende Mutagenese-Studien zeigten, dass alle diese Positionen für den Eisengehalt 
des Enzyms und damit für dessen Aktivität essentiell sind.
[62]
 Alle Liganden verhalten sich 
dabei monodentat, was dieses Enzym deutlich von anderen Dieisen-Enzymen 
unterscheidet.
[63]
 Die sekundäre Koordinationsphäre des Eisens kann in einer hydrophile und 
in eine hydrophobe Hemisphäre unterteilt werden. Während sich am Ende jeder Eiseneinheit 
zwei Glutamat-Einheiten (Glu
57
/Glu
244
 und Glu
93
/Glu
208
) befinden, wird das Eisenzentrum 
oberhalb von zwei wasserstoffbrücken-gebundenen Tyrosin-Resten (Tyr
60
/Tyr
211
) umgeben. 
Alanin-Mutationen der Glutamat-Position haben dabei keinen Einfluss auf den Eisengehalt 
und die Aktivität des Enzyms.
[64]
 In der hydrophoben Hemisphäre umschließen die Reste 
Leu
53
/Leu
204
 und Met
86
/Met
237
 gemeinsam mit den Eisen-koordinierenden His-
Seitenketten (His
56
, His
89
, His
207
, His
240
) eine kleine Tasche, die unterhalb der Dieisen-Einheit 
den Peroxo-Liganden umfasst. Obwohl die Aminosäuren Met
86
/Met
237
 nicht direkt eines der 
Eisenzentren koordinieren, haben sie unmittelbaren Einfluss auf die Enzymaktivität. Während 
die Mutationen M
86
A, M
86
L/M
237
L zu einem signifikanten Eisenverlust führten, war dieser für 
die punktuelle Mutation M
237
L deutlich geringer. Theoretische Berechnungen dazu zeigten, 
dass die Alanin-Mutation die Eisenzentren solventzugänglich macht, während dies für die 
Leucin-Mutation nicht der Fall ist (Abbildung 1-6).
[58]
  
 
Abbildung 1-6: Bindungsmotiv des Dieisen(III)-Zentrums (orange) in humaner DOHH. Das Peroxo-Anion ist 
rot eingefärbt. In der ersten Koordinationssphäre wird jeweils ein Eisenatom von je zwei Histidin- und einer 
Glutaminsäure-Seitenkette monodentant komplexiert (pdb: 4d50).
[58]
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Im Vergleich zu anderen Nicht-Häm basierenden Dieisen-Enzymen ist die Halbwertszeit des 
Peroxo-Dieisen(III) in DOHH erstaunlich hoch. Grund hierfür ist, neben der hydrophoben 
Abschirmung durch die Methione, die jeweils monodentate Koordination der Eisenzentren, 
was die elektronenschiebenden Eigenschaften der Eisenzentren zusätzlich schwächt.
[65]
 
Zur Entwicklung eines Strukturmodells der Bindung von eif5a(Dhu) in die active site der 
DOHH wurden Dhu und Hpu mittels AutoDock an das Enzym gebracht.
[66]
 Die Ergebnisse 
zeigten, dass das primäre Amin der Dhu-Seitenkette Wasserstoffbrücken mit den Seitenketten 
von Glu
93
 und Glu
208
 eingeht, während das -Amin eine Wasserstoffbrücke mit Glu241 eingeht 
(Abbildung 1-7). 
 
Abbildung 1-7: Docking-Strukturen des DOHH-eif5a(Dhu)-Substratkomplexes (A) und dem DOHH-
eif5a(Hpu)-Komplex (B). Abbildung entnommen aus Hilgenfeld et al. Structure 2015, 23, 882-892.
[58] 
 
Im Vergleich zum DOHH-eif5(Dhu)-Substratkomplex, zeigt das Docking des DOHH-
eif5a(Hpu) einige interessante Unterschiede: Die Wasserstoffbrücke von der terminalen, 
primären Amines des Hpu geht nun eine Wasserstoffbrücke mit Glu
93
 ein, während der 
sekundäre Alkohol der Hpu-Seitenkette eine Wasserstoffbrücke mit Glu
90
 ausbildet. Nach 
Abschluss der Hydroxylierung bewegt sich der modifizierte Kohlenstoff zwischen beide Fe-
Atome, seine relative Position liegt jedoch deutlich näher an Fe
1
, was sich im Einklang mit 
den zuvor durchgeführten Mutagenese-Studien befindet.
[62]
 
  
1. Einleitung 13 
 
 
  
Die Hydroxylierung des Desoxyhypusins durch DOHH erfolgt in einem G-Xaa-Yaa-G-
Substratmotiv, analog zur Hydroxylierung von Prolin oder Lysin in Collagenen, weshalb 
DOHH auch durch einige literaturbekannter Collagen-Hydroxylierungs-Inhibitoren inhibiert 
werden kann.
[16]
 Sequenzen des Typs G-Xaa-Yaa-G werden also vom Enzym erkannt. 1989 
wurden erstmals Peptidfragmente dieser Art als potentielle Inhibitoren von DOHH getestet, 
wobei keine signifikante inhibitorische Wirkung für die Nonapeptide des Typus Ac-
KTGXHGHAK-OH (X = K, Ki > 2 mM, X = Dhu, Ki > 0.3 mM) festgestellt werden konnte.
[21]
 
Zwei Jahre später konnte durch Tripeptide des Typs Ac-Orn*-Pro-Gly-OH eine deutlich 
bessere Inhibition ausgelöst werden. In diesen Strukturen war die Seitenkette des Ornithins 
mit 2,3- bzw. 3,4-Dihydroxybenzoesäure acyliert. Für das 3,4-Dihydroxybenzoesäure-
acylierte Peptid konnte ein Ki = 0.03 mM bestimmt werden. Der Ki-Wert dieser Peptid war 
signifikant niedriger als für das entsprechend nicht Seitenketten-modifizierte Peptid Ac-Orn-
Pro-Gly-OH, als auch für den Ethylester der entsprechenden Benzoesäureethylester.
[16]
 1998 
konnte experimentell erstmals die Inhibition der DOHH durch Mimosin und Deferipron in T-
Lymphozyten und promonozytischen Zelllinien nachgewiesen werden, was die Replikation 
von HIV-1 unterdrückte (Abbildung 1-8). Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass der 
Übergang von der G1 in die S-Phase im eukaryotischen Zellzyklus Hypusin-sensitiv ist. Die 
Inhibition der eif5a-Hydroxylierung durch die Pyridone L-Mimosin, Deferipron und 
Ciclopirox resultierte in einer reduzierten polysomalen Beladung der mRNA von HIV-1 und 
in einer herunterregulierten Biosynthese des p24-Proteins. Zusätzlich verstärken die beiden 
Chelatoren die Apoptose retrovitral infizierter T-Lymphozyten und zeigen zudem ebenso 
inhibitorische Wirkung auf die Prolyl-4-Hydroxylase, was eine ähnliche Organisation in den 
active sites der Enzyme vermuten lässt.
[67,68]
 2016 konnte die anti-Krebs-Aktivität von 
Ciclopirox in Patienten mit akuter myeloischer Leukämie (AML) und die anti-retrovirale 
Aktivität von Deferipron bei HIV-1-Infektionen nachgewiesen werden.
[69–71]
  
 
Abbildung 1-8: Strukturen der Pyridone Mimosin, Deferipron und Ciclopirox. Eine Reduktion der ribosomalen 
Beladung der mRNA von HIV-1 und die herunterregulierte Proteinbiosynthese des p24-Proteins konnten durch 
Inhibition der eif5a-Hydroxylierung durch die gezeigten Pyridone identifiziert werden.  
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1.1.4 Die Struktur von eif5a als medizinisches Target 
 
Eif5a wurde erstmals aus roten Blutzellen aufgereinigt und identifiziert.
[72]
 Humanes eif5a 
existiert in zwei Isoformen, wobei Diese 84% Übereinstimmung in ihre Aminosäuren-
Sequenz haben.
[18,73–75]
 Das eif5a1 Gen ist ubiquitär exprimiert, wobei eif5a2 im Gehirn und 
in den Hoden nachgewiesen werden konnte.
[74]
 Eine Überexpression beider Proteine konnte in 
verschiedenen Ovarial-Karzinomen aufgezeigt werden.
[74,76,77]
 Die Aminosäure-Sequenz in 
der Nähe der Hypusierungsstelle Lys
50
 ist nicht nur in beiden Isoformen konserviert, sondern 
zeigt auch in allen eukaryotischen Lebensformen sehr große Übereinstimmung.
[18]
 
Abbildung 1-9 zeigt die monomere Einheit des eif5a-Proteins aus Arabidopsis thaliana.
[78]
 
 
Abbildung 1-9: Monomere Struktureinheit des eif5a-Proteins aus Arabidopsis thaliana  (pdb: 3hks). Die 
Seitenkette des relevanten Lys
50
 ist hier ausgezeichnet.
[78] 
Die N-terminale Domäne des eif5a Proteins wird von -Faltblättern dominiert, das Motiv 
dieser Domäne ähnelt dabei sehr stark einer SH3-barrel-Struktur, die sich aus den Faltblättern 
1 bis 6 und einer 310-Helix zusammensetzt.
[79]
 Die Faltblätter 3 bis 6 bilden ein verdrehtes, 
halboffenes -barrel. Die Hypusinierungsposition Lys50 befindet sich dabei im turn-Bereich 
zwischen den antiparallelen Faltblättern 3 und 4. Bei genauerer Betrachtung dieser turn-
Struktur wird deutlich, dass es sich hierbei um keinen klassischen, antiparallelen -hairpin 
handeln kann (Abbildung 1-10). 
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Abbildung 1-10: -hairpin Struktur (Ser44-His57) des eif5a-Proteins, welche die Lys50-Position in i+1 umfasst. 
Die Seitenkette dieses Lysins wird in Hypusin überführt. Genauere strukturelle Analyse dieses hairpin-Musters, 
lässt keine Zuordnung zu den klassischen -hairpin Typen zu (pdb: 3hks).[78] 
 
Es kann kein klassisches Muster der potentiellen Wasserstoffbrücken-Netzwerke identifiziert 
werden. Viel mehr kann die Struktur dieses hairpins einem sogenannten A4-residue hairpin 
zugeordnet werden. Im A4-residue hairpin nehmen die ersten beiden Aminosäuren eine 
Konformation einer rechtsgängigen -Helix ein, die Konformation der dritten Aminosäure 
liegt zwischen rechtsgängig - und -helikal während die letzte Aminosäure die 
Konformation einer linksgängigen -Helix aufweist. Dieses Strukturelement wird im 
Vergleich mit den im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten -hairpin Epitope zu einem 
späteren Zeitpunkt ausführlich diskutiert.  
Während bereits Tri- und Tetrapeptide als durchaus potente Inhibitoren der Hydroxylase 
beschrieben werden konnten
[16]
, wurde die Sekundärstruktur rund um die Position der 
posttranslationalen Modifikation an Lys
50
 noch nicht als medizinisches Target in Betracht 
gezogen. In einer japanischen Arbeit aus dem Jahre 2015 konnte gezeigt werden, dass bei 
Freisetzung des strikt intrazellulären eif5a-Proteins in den extrazellulären Raum, dieses 
Protein als parakriner Verstärker des Apoptose-Signals dient. Dabei zeigt dieser Effekt keine 
signifikante Abhängigkeit vom Grad der posttranslationalen Modifikationen.
[80]
 Ziel dieser 
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Arbeit ist daher die Synthese und das Design von -hairpin Strukturen dieses Proteins, 
welche die native Sekundärstruktur einnehmen und demnach Proteinfunktionen, wie 
beispielsweise die erwähnte parakrine Verstärkung von Apoptose nachahmen könnten.  
1.2. -hairpin Peptide – Design und Strukturaufklärung 
1.2.1. -turns 
 
-turns dienen oft als Erkennungsmerkmal für Antikörper oder Rezeptoren. Ihr Strukturmotiv 
ist daher oft an der Oberfläche von Proteinen zu finden, was posttranslationale 
Modifikationen ermöglicht.
[81–83]
 Der turn-Bereich besteht aus vier Aminosäure-Resten, deren 
Position als i bis i+3 bezeichnet werden, wobei der Abstand zwischen dem ersten und dem 
letzten -Kohlenstoff nicht mehr als 7 Å betragen darf.[84,85] In Abhängigkeit der 
Torsionswinkel der beiteiligten Aminosäuren kann die Geometrie eines -turns eindeutig 
charakterisiert werden.
[84]
 Diese Charakterisierung wird im Diskussionsteil dieser Arbeit zur 
Beschreibung der synthetisierten Peptide ausführlich diskutiert, weshalb an dieser Stelle 
darauf verwiesen sein soll. 
1.2.2 NMR-Spektroskopie 
 
Als einzige Messmethode erlaubt die NMR-Spektroskopie die Strukturbeschreibung von 
Peptiden und Proteinen in Lösung unter Variation verschiedenster Parameter, wie 
beispielsweise Lösungsmittel, Temperatur oder Konzentration. Dynamische Prozesse, deren 
Zeitskala kleiner ist als die der NMR-spektroskopischen Messung, können somit aufgelöst 
werden. Nachfolgend werden die im Rahmen dieser Arbeit angewandten Messmethoden kurz 
beschrieben.  
1.2.2.1 Correlation spectroscopy (COSY) 
 
Die correlation spectroscopy (COSY) ist eine zweidimensionale Messmethode, welche die 
skalaren, vicinalen und geminalen Kopplungen homonuklearer Spins darstellt. Beide 
Frequenzdomänen enthalten identische Information, sodass ein COSY-Spektrum symmetrisch 
zur Diagonale ist. Als Messtechnik hat sich dabei ein Doppelquanten-gefiltertes COSY 
etabliert. Bei dieser Messung befinden sich sowohl Kreuz- als auch Diagonalsignale in 
Antiphase in beiden Dimensionen, sodass im Gegensatz zum gewöhnlichen COSY-
Experiment starke Diagonalsignale in Phase vermieden werden.  
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1.2.2.2 Total correlated spectroscopy (TOCSY) 
 
Im Gegensatz zum COSY-Spektrum werden in einem TOCSY-Spektrum skalare Kopplungen 
in Abhängigkeit der spin-lock-Zeit, sowie der Größe der homonuklearen Kopplungen eines 
gesamten Spinsystems korreliert. Besonders für Peptide und Proteine eignet sich diese 
Methode, da Aminosäure-Reste sehr einfach anhand deren charakteristischer gesamter 
Spinsysteme differenziert werden können. 
1.2.2.3 Heteronuclear single/multiple quantum coherence (HSQC bzw. HMQC) 
 
In einem 
1
H/
13
C-HSQC-Spektrum wird die skalare 
1
J-Kopplung der heteronuklearen Spins 
dargestellt. Kreuzsignale entsprechen dabei der direkten Konnetivität des Protons zum 
jeweiligen Kohlenstoff und umgekehrt. Zur Auswertung eines HSQC-Spektrums ist neben 
dem klassischen 
1
H-NMR-Spektrum noch ein breitbandentkoppeltes 
13
C-Spektrum 
notwendig. Dabei kann die Korrelation auch zu weiteren Heterokernen, wie beispielsweise 
15
N, 
19
F oder 
31
P erfolgen. Durch die inverse Messtechnik wird ein 32-facher 
Intensitätsgewinn (
1
H-
13
C-HSQC) erhalten. 
1.2.2.4 Nuclear overhauser enhancement spectroscopy (NOESY bzw. ROESY) 
 
NOESY- bzw. ROESY-Spektren unterscheiden sich dadurch von den zuvor dargestellten 
Messmethoden, dass hierbei keine skalare, sondern eine dipolare Kopplung zwischen zwei 
nicht zwangsweise homonuklearen Spins gemessen wird. Der Magnetisierungstransfer ist 
dabei unabhängig von der Konnektivität der beteiligten Kerne, sondern wird durch deren 
räumlichen Abstand bestimmt.  
Die Abhängigkeit für die Signalintensität I entspricht dabei I~d
-6
, sodass ein Mindestabstand d 
von ca. 4.5 Å für die Detektion eines Signals notwendig ist. Die Signale des NOESY-
Spektrums sind dabei von der molekularen Beweglichkeit abhängig, sodass in Abhängigkeit 
der Molekülgröße bzw. des Molekulargewichts eine Änderung des Vorzeichens der 
Signalintensität erfolgt. Bei ca. 500 g/mol entspricht die molecular tumbling rate der 
Spektrometerfrequenz, was zur Folge hat, dass keine oder nur noch sehr schwache dipolare 
Kopplungen gemessen werden können. Dieses Problem kann mit der sogenannten rotating 
frame NOE-spectroscopy (ROESY) umgangen werden, da bei dieser Messtechnik auf den 
90°-Puls und der darauffolgenden Entwicklungszeit eine spin-lock-Periode folgt, während 
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beim NOESY die Abfolge 90°-Puls, Entwicklungszeit, 90°-Puls, Mischzeit, 90°-Puls bevor 
der FID aufgezeichnet wird. Während NOE-Signale ausnahmslos ein positives Vorzeichen 
besitzen, zeigen ROE-Signale ein negatives Vorzeichen.
[86–88]
 
1.2.2.5 NMR-Spektroskpie unter physiologischen Bedingungen  
 
Zur Charakterisierung von Proteinen und Peptiden in physiologischer, wässriger Umgebung 
mittels NMR-Spektroskopie kann kein D2O als Lösungsmittel verwendet werden, da die 
vergleichsweise hohe Acidität für Amid- und Alkoholprotonen deren chemischen Austausch 
beschleunigt, sodass deren Signale nicht detektiert werden können, die unter Umständen 
wichtige sturkturelle Informationen liefern würden. In einem standardmäßig aufgezeichneten 
Protonenspektrum ist zudem die Resonanz des Wassersignals so intensiv, dass keine weiteren 
Signale mehr sichtbar sind. Aus diesen beiden Gründen ist für die Messung im wässrigen 
System eine Unterdrückung des Wassersignals notwendig. Hierzu sind zwei Methoden 
etabliert. Die erste Möglichkeit besteht in der Vorsättigung des Resonanzsignals des Wassers, 
wobei vor dem eigentlichen Anregungspuls ein auf die Frequenz des Wassers angepasste 
Radiofrequenzpuls eingetrahlt wird, sodass bei der Anregung die Wassermoleküle noch nicht 
relaxiert sind. Hierdurch wird die Intensität des Wassersignals im aufgezeichneten Spektrum 
stark verringert, jedoch betrifft dies auch Signale, die eine ähnliche chemische Verschiebung 
aufweisen, sich also in der Nähe des Wassersignals befinden. Bei der zweiten Methode zur 
Unterdrückung des Wassersignals kommen gepulste Feldgradienten zum Einsatz. In Richtung 
der z-Achse wird dabei eine gepulste Gradientensequenz eingestrahlt, was in einer 
Phasenverschiebung resultiert. Durch erneutes Einstrahlen der identischen Frequenz kann 
wieder Phasengleichheit gegeben werden. Bei der WATERGATE (water supression by 
gradient-tailored excitation)-Pulssequenz werden durch einen Feldgradienten G1 alle Spins 
phasenverschoben. Nach einer 90°-y, 180°y, 90°-y-Pulsabfolge wird erneut der Feldgradient 
eingestrahlt, sodass alle Protonen angeregt werden, die nicht dem durch den Feldgradienten 
generierten Offset übereinstimmen. Entspricht dieser Offset der Resonanzfrequenz des 
Wassers, so kommt es zur Unterdrückung des Wassersignals (Abbildung 1-11). 
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Abbildung 1-11: Pulssequenz des WATERGATE-Experiments: Durch die Erweiterung eines Standard-
Protonenexperiments mit zwei auf die Resonanzfrequenz des Wassers abgestimmte 90°-Puls wird die 
Wasserfrequenz nicht invertiert. Der Gradientenpuls G2 wirkt weiter defokussierend und alle übrigen 
Resonanzen werden refokussiert. 
 
1.2.2.6 Cochrans hydrophober Cluster – Mehr als nur ein Modellpeptid? 
 
Die Faltung eines -hairpins basiert auf der Wechselwirkung der Aminosäure-Seitenketten, 
wobei diese Wechselwirkungen in elektrostatische und hydrophobe Wechselwirkungen 
unterschieden werden können.
[89]
 Weiterhin können diese Wechselwirkungen in lokale, als 
auch long-range Wechselwirkungen unterschieden werden. Eine in der Fachliteratur häufig 
beschriebene Klasse von synthetischen Peptiden, die nachweislich in Lösung eine -hairpin-
Struktur aufzeigen, sind die von Cochran et al. beschriebenen trpzip-Peptide.
[90]
 Diese 
Peptide aus insgesamt zwölf Aminosäuren beinhalten vier Trp-Einheiten, die jeweils durch 
einen Thr-Rest voneinander getrennt sind. Neben den klassischen, aromatischen 
Wechselwirkungen gegenüberliegender Aminosäure-Seitenketten, addiert sich durch die 
gewählte Anordnung der Trp-Positionen eine diagonale Wechselwirkung auf der gleichen 
Seite des hairpins zur Stabilisierung dazu. Abhängig von den Aminosäuren in den Positionen 
i+1 und i+2 kann dieses Templat zur Darstellung von I´- (Gly-Asn, pro-Asn) oder II´-turn-
Strukturen (Asn-Gly) genutzt werden. Eine weitere Möglichkeit zur Stabilisierung von -
hairpin-Strukturen ist die kovalente Verknüpfung der beiden Stränge. Synthetisch kann dabei 
auf eine ganze Bibliothek an Zyklisierungsmethoden zurückgegriffen werden, die von Click-
Chemistry
[91]
 und Makrolactamisierung
[92]
 über Metallkomplexierung
[93]
, Oxadiazol-
Formation
[94]
 und Makrolactonisierung
[95]
 bis hin zur Grubbs-Metathese reicht.
[96,97]
 Die 
Natur nutzt hierzu am Häufigsten Disulfidbrücken. Strukturen für Disulfid-reiche Peptide sind 
beispielsweise Defensine
[98,99]
, Cyclotide
[100,101]
, Conotoxine
[102,103]
 und Lanthipeptide.
[104]
 Im 
20  1. Einleitung 
 
 
Jahre 2003 veröffentlichten Cochran et al. durch systematische Mutation des bhpW-
Peptids
[105]
 die Struktur des bhpHV-Peptids
[106]
. In beiden Strukturen wurden die -hairpin-
Stränge mittels Ausbildung eines intramolekularen Disulfids kovalent miteinander verknüpft. 
Die Wechselwirkungen der Aminosäure-Reste untereinander wurden dabei systematisch so 
optimiert, dass ein möglichst stabiler hairpin in Lösung entstand (Abbildung 1-12). Zur 
Ausbildung eines -hairpins mit antiparallelen Faltblättern muss die Anzahl der an der 
Ausbildung der Struktur beteiligten Aminosäuren der 4n+2-Regel entsprechen.
[107]
 Dies wird 
durch die Tatsache definiert, dass sich jeweils an den beiden Enden der Stränge ein 
gemeinsames Paar von Wasserstoffbrücken-gebundenen Amidprotonen befinden muss. Das 
Konzept des hydrophoben Clusters nach Cochran et al. kann also nur auf Peptide mit 6 (n=1), 
10 (n=2), 14 (n=3), 18 (n=4) usw. Aminosäuren angewendet werden.
[4,90,106]
 
 
 
Abbildung 1-12: -hairpin Strukturen der zyklischen bhpW und bhpHV Decapeptide: Durch systematische 
Mutation konnte die gezeigten Sequenzen erhalten werden, die stabile -hairpin-Strukturen darstellen. 
In vorangegangenen Arbeiten in der Arbeitsgruppe Geyer konnte das Netzwerk C
1
HWE
4
-
K
7
LVC
10
 dazu genutzt werden, das Bindungsepitop von anti-citrullinierten Peptid-
Antikörpern zu präsentieren, ohne das dabei dessen Antikörper-Affinität negativ zu 
beeinflussen.
[108,109]
 In einer weiteren Arbeit konnten durch Kombination des hydrophoben 
Clusters mit D-konfigurierten Aminosäuren Peptide entwickelt werden, die in der Lage sind 
Subgruppen polyklonaler Antikörper zu unterscheiden, was die Diskriminierung humaner 
rheumatoider Arthritis Auto-Antikörper in einem enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) Essay ermöglicht.
[110]
 Weiterhin bildete der Cluster die Basis zur Synthese 
eines Cystein-reichen -hairpins, welcher spontan in ein antiparalleles, doppeltes hairpin-
Motiv dimerisierte.
[111]
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1.3 Durchflusszytometrie  
1.3.1 Allgemeine Einführung 
 
Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung 
von Oberflächenmolekülen und intrazellulären Proteinen. In den letzten Jahren hat sich 
zudem der Name fluorescence activated cell sorting (FACS) etabliert, wobei dies ein 
Markenname der Firma Becton Dickinson darstellt. Grundlage dieses Messprinzips ist eine 
(meist fluoreszenzmarkierte) Einzelzellsuspension, die einen fokussierten Laserstrahl passiert. 
Dabei wird das auftretende Fluoreszenz- und Streulicht gemessen, was eine quantitative 
Aussage über Struktur und Verhalten verschiedener Zellen ermöglicht. Es kann eine große 
Bandbreite an Zellen, von Bakterien (ca 0.5 µm Durchmesser) bis hin zu Monozyten (ca. 
15 µm Durchmesser) angewandt werden. Ein Messbaufbau ist in Abbildung 1-13 schematisch 
dargestellt.  
 
Abbildung 1-13: Messaufbau eines Durchfluss-Zytometers: Ein monochromatischer Laser trifft auf eine 
hydrodynamisch fokussierte Zellsuspension. Das daraus resultierende Streulicht wird in Richtung des 
Laserstrahls (FSC) und im 90° Winkel dazu detektiert (SSC). Die Analyse des Streulichts liefert Informationen 
zur Struktur der Zelle. Das seitliche Streulich durchläuft zudem mehrere Fluoreszenz-Filter, sodass auch Signale 
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von fluoreszenz-markierten Zellen oder Antikörpern aufgezeichnet werden können. PMT: Photomultiplier 
Tubes.
[112]
 
Ein monochromatischer Laserstrahl trifft dabei auf einen kontinuierlichen Fluss einer 
Zellsuspension, welcher hydrodynamisch fokussiert wird, sodass der Laserstrahl immer nur 
eine einzelne Zelle trifft. Beim Auftreffen der Strahlung auf die Zelloberfläche, erfährt das 
Licht Reflexion und Streuung in alle Richtungen. Als Forward Scatter (FSC) wird dabei das 
Streulicht in Richtung des Laserstrahls bezeichnet. Mittels eines Filters, einem sogenannten 
obscuration bar, wird das vorwärts gestreute Licht vom einfallenden Laserlicht separiert. 
Durch einen Dioden-Array-Detektor erfolgt dann die Aufzeichnung des Streulichts. Die durch 
das Streulicht aufgezeichnete Detektor-Spannung ist dabei grob proportional zur Größe der 
Zelle, an welcher das Laserlicht zuvor gestreut wurde. Große Zellen, wie beispielsweise 
Monozyten erzeugen demnach einen größeren FSC als Bakterien. Die Zahl der Zellen mit 
einem entsprechenden FSC-Muster kann quantifiziert werden und wird als cell count (CC) 
bezeichnet. Durch Auftragung des CC gegen den FSC wird ein Histogramm gemäß 
Abbildung 1-14 erhalten.
[113–115]
  
 
Abbildung 1-14: Auftragung  des CC in 10
4
 Einheiten gegen den FSC für TNF-stimulierte Jurkat 2D10 HIV-
Zellen. 
Neben dem FSC erzeugt das Auftreffen der Laserstrahlung auf die Zelloberfläche auch 
Streulicht in seitlicher Richtung. Dazu befindet sich ein Detektor in 90° Position bezüglich 
des einfallenden Laserstrahls. Dieses Streulicht wird als side scatter (SSC) bezeichnet. Der 
SSC ist dabei abhängig von der Granularität der Zelle, sowie der Größe und Struktur ihres 
Zellkerns. Auch hierbei kann dann ein zu Abbildung 1-14 analoges Histogramm generiert 
werden, indem der CC gegen den entsprechenden SSC aufgetragen wird. Dies ist in 
Abbildung 1-14 gezeigt.
[113,116,117]  
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Abbildung 1-15: Auftragung  des CC in 10
4
 Einheiten gegen den SSC für Jurkat 2D10 HIV-Zellen. 
Bevor das seitwärts gestreute Licht auf den dazugehörigen Detektor trifft, durchläuft es 
mehrere Fluoreszenz-Filter. Dies ermöglicht, bei Anwendung einer Zellkomposition, die 
vorherige Anfärbung bestimmter Zelltypen mit einem fluoreszenzmarkierten Antikörper. Der 
konjugierte Fluorophor muss dabei von der Wellenlänge des einfallenden Laserstrahls 
anregbar sein. Die vom Fluorophor emittierte, langwelligere Strahlung wird analog seitwärts 
gestreut, sodass durch die Anwendung eines entsprechenden Wellenlänge-Filters diese 
Strahlung in einem separierten Detektionssystem aufgezeichnet werden kann. Moderne 
Durchfluss-Zytometer können dabei auf bis zu 16 Kanälen gleichzeitig aufzeichnen. 
Entsprechend kann die Fluoreszenz-Intensität des Fluorophors analog gegen SSC oder FSC in 
einem Histogramm aufgetragen werden (Abbildung 1-15), sodass beispielsweise Zellen mit 
ähnlichem FSC, also ähnlicher Größe aber unterschiedlichem Bindungsverhalten bezüglich 
des Antikörpers voneinander getrennt quantifiziert werden können. Die Anwendung multipler 
Antikörper mit unterschiedlichen Fluorophoren erlaubt die Auftragung von Fluoreszenz-
Intensitäten, so dass sich kreuzende Bindungsmuster untersucht werden können. Auch die 
Anfärbung von freigesetzter DNA-Fragmente mittels Propidiumiodid (PI) oder apoptotischer 
Zellen mittels Annexin-V ist möglich.
[118–120] 
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Erst die Kombination beider Informationen, also des FSC und des SSC, liefern die 
gewünschten komplexen Informationen, daher wird oft die Auftragung des FSC gegen den 
SSC oder umgekehrt gewählt. Diese Auftragung wird als DotPlot gezeichnet und ist in 
Abbildung 1-16 gezeigt. 
 
Abbildung 1-16: DotPlot-Auftragung für unstimulierte Jurkat 2D10 HIV-Zellen. 
 
Im DotPlot können zun Zellen simultan gemäß ihrem SSC und FSC unterschieden werden. 
Durch die Definition bestimmter Region und Quadranten, können diese anschließend 
quantifiziert und analysiert werden. Abbildung 1-17 zeigt das BD LSR-Fortessa 
Durchflusszytometer am Institute for Molecular Biology and Microbiology an der Case 
Western Reserve University in Cleveland, Ohio, USA. 
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Abbildung 1-17: Fotografische Aufnahme des Durchflusszytometers an der Case Western Reserve University in 
Cleveland, Ohio, USA.  
1.3.2 Durchflusszytometrie im Jurkat E6/2D10 System 
 
Bei den beiden Jurkat Zellen handelt es sich um immortalisierte T-Zell Lymphozyten
[121–123]
, 
die 1977 von der Arbeitsgruppe um Schneider an der Kinderklinik der Universität Erlangen-
Nürnberg etabliert wurden.
[121]
 Die Zellen stammten aus dem periphären Blut eines 14-
jährigen Jungen, der an akuter lympathischer Leukämie erkrankt war. Jurkat-Zellen wachsen 
adhärent. Heute kann auf eine ganze Bandbreite von Jurkat-Varianten zurückgegriffen 
werden.
[124]
 Sie werden dazu verwendet T-Zellen-Leukämie, T-Zellen Signalwege und die 
Expression chemokiner Rezeptoranfälligkeiten bei Virusinfektionen zu untersuchen.
[125]
 
Jurkat-Zellen sind dabei sehr hilfreich, da sie in der Lage sind den T-Zell-Wachstumsfaktor 
Interleukin 2 zu produzieren, welcher entscheidene Rückschlüsse auf den Wirkmechanismus 
bei der Erforschung neuer viraler- und Krebsmedikamente liefert.
[123,126–129]
 
Bei der Jurkat 2D10-HIV Zelllinie handelt es sich ebenfalls um T-Zell-Lymphozyten, welcher 
in der Lage sind eine nicht-infektiöse Form des HI-Virus zu exprimieren. Diese Expression 
kann durch die Behandlung mit Tumor-Nekrosefaktor  (TNF-) induziert werden. Kommt 
es zur Expression des Virus, wird gleichzeitig GFP an der Zelloberfläche freigesetzt, welches 
als Messsensor in der Durchflusszytometrie genutzt werden kann. Die Jurkat E6-Zelllinie 
stellt ein Analogon der 2D10-Zelllinie dar, wobei E6-Zellen kein Virus und damit auch kein 
GFP exprimieren können. Sie dient also als Kontroll-Zelllinie bezüglich apoptotischer Effekte 
und Zytotoxizität.
[124,130–134]
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2. Aufgabenstellung 
 
Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung synthetischer -hairpin Peptide, welche die 
Epitopsequenz des eif5a-Proteins in eben dieser Sekundärstruktur fixieren. Diese Region der 
Aminosäuresequenz GXHG (mit X= K bzw. Dhu, Hyp) wird ausschließlich in diesem Protein 
gefunden (Abbildung 2-1).  
 
Abbildung 2-1:. Strukturelle Analyse vorliegender Kristallstrukturen des eif5a-Proteins zeigen, dass sich die 
biologisch relevante Epitop-Sequenz in einer -turn Struktur befinden (oben). Die Darstellung des 
entsprechenden Peptidfragments mittels automatisierter Peptidsynthese führt laut NMR-Analyse zu keiner 
Ausbildung einer Sekundärstruktur und zu keinem relevanten biologischen Signal in der Durchflusszytometrie 
(unten). Ziel dieser Arbeit war es daher, durch Strukturdesign formstabile -turn-Strukturen, welche das eif5a-
Epitop enthalten. Diese Verbindungen sollten anschließend mittels Durchflusszytometrie und Mikroskopie in 
biologischen Umgebungen getestet werden, so dass Struktur-Aktivitäts-Beziehungen hergestellt werden können 
(mittig).  
Um diese Sequenz nun in einer Konformation in Lösung zu fixieren, sollte die Epitop-
Sequenz mit dem hydrophoben Cluster kombiniert werden. Hierzu sollte untersucht werden, 
wie groß der Anteil der Cluster-Aminosäuren minimal sein muss, um die Ausbildung der 
Sekundärstruktur gewährleisten zu können (Abbildung 2-2 beige). Hierzu muss die   
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regioselektive Oxidation von Cystein-reichen Peptiden optimiert werden (Abbildung 2-2 lila) 
Strukturelle Charakterisierung der Peptide sollte mittels 2D NMR-Spektroskopie erfolgen, 
wobei besonderes Augenmerk auf Messparameter gelegt werden sollten, mit welchen sich die 
Faltung der Peptide quantifizieren lassen. Auch die Größe der erhaltenen Peptide sollte im 
Kontext der 4n+2-Regel untersucht werden. Da hinter dem in der Epitop-Sequenz 
auftauchenden doppelten Glycin-Motiv in den Positionen i und i+3 eine besondere 
strukturelle Relevanz vermutet wird, sollten punktuelle bzw. paarweise Ala bzw. ala-
Mutationen dieser Positionen einen Einblick in die Dynamik des Systems geben (Abbildung 
2-2 orange).  
 
Abbildung 2-2:. Modulare Peptidmodifikation, welche im Rahmen dieser Arbeit angewendet wurden: 
Backbone-Modifikationen (grün), wie die Einführung von Thioamiden bzw. N-Methyl-Amiden erlaubt die 
unmittelbare Veränderung des Wasserstoffbrücken-Netzwerkes im hairpin. Ala-Mutationen (orange) tragen zur 
strukturellen Charakterisierung des Doppel-Gly-Motivs bei. Seitenketten-Modifikation (rot) können 
Informationen liefern, inwiefern biologische Prozesse vom Grad der posttranslationalen Modifikationen 
abhängig. Zusätzlich können Peptide durch metallbindende Aminosäuren oligomerisiert werden. Weitergehend 
kann die Größe der Peptide (beige) im Rahmen der 4n+2-Regel variiert werden, was durch das Einbringen 
zusätzlicher Cys-Einheiten eine regioselektive Cys-Oxidation erfordert (lila). 
Der synthetische Zugang zu N-methylierten Fmoc-Aminosäuren bzw. Fmoc-
Thioaminosäuren-Aktivestern bietet weitergehend die Möglichkeit regioselektiv das hairpin-
typische Muster von Wasserstoffbrücken-Bindungen zu modifizieren (Abbildung 2-2 grün). 
Da das Enzym der Hydroxylase durch Metallchelatoren wie Deferipron inhibiert werden 
kann, sollten weitergehend metallkomplexierende Aminosäuren entwickelt werden, die dann 
nicht nur zur Inhibition des Enzyms, sondern weiterführend zur Oligomerisierung der Peptide 
genutzt werden sollten. Die weitergehende Synthese von entsprechend geschützten 
Desoxyhypusin bzw. Hypusin-Bausteinen für die Peptidsynthese sollte Aufschluss darüber 
geben, inwiefern die biologischen Effekte eine Hydroxylierungsabhängigkeit aufweisen 
(Abbildung 2-2 rot).  
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Auf Basis der Strukturanalyse sollten die designten Peptide in der konfokalen Mikroskopie 
und der Durchflusszytometrie in biologischen Systemen auf ihre Wirkung als parakriner 
Apoptose-Verstärker getestet werden, sodass Struktur-Aktivitäts-Beziehungen hergestellt 
werden können. 
 
3 Synthese neuer Deferipron-Derivate  
 
Die antiretrovirale Aktivität von Deferipron 4a legt den Ansatz nahe, weitere Strukturanaloga 
dieses Pyridons zu synthetisieren und ihre biologische Aktivität im Jurkat-Zellsystem zu 
untersuchen.
[68,69]
 Hierzu wurden einige Strukturanaloga synthetisiert bei welchen 
hauptsächlich die Stickstoff-Substitution variiert wurde. Zwei retrosynthetische Ansätze sind 
dabei denkbar: Zum einen die direkte Aminolyse des Maltols 1 mit dem entsprechenden, 
primären Amin und zum anderen die formal längere Route über eine temporäre Benzyl-
Schützung des Phenols 2 mit drauffolgender Aminolyse zu 3a-c und hydrogenolytischer 
Abspaltung der Benzyl-Schutzgruppe zu 4a-c.
[135,136]
 Beide Routen wurden untersucht, wobei 
die direkte Aminolyse des Maltols deutliche geringere Ausbeuten über den kürzeren 
Syntheseweg lieferte. Diese Beobachtung ist bereits in der Fachliteratur beschrieben.
[137]
 
Schema 3-1 zeigt die Synthese der -Pyridone mit Variation der N-Substitution. 
 
Schema 3-1: Synthese der modifizierten Deferipron-Derivate: Benzyl-Schützung von Maltol 1 liefert das -
Pyranon 2, welches anschließend mit dem entsprechend primären Amin umgesetzt wird. Hydrogenolytische 
Abspaltung lieferte schließlich die Derivate 4a-c. Mit 1-Adamantylamin, 2-Adamantylamin und 
t
Butylamin 
konnte in der Aminolyse kein Umsatz beobachtet werden.  
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Ausgehend von Maltol 1 wurde dies zunächst durch nukleophile Substitution Benzyl-
geschützt, bevor die Aminolyse mit dem respektiven Amin (Methylamin aq., Cyclopropylamin 
und Glycin) durchgeführt wurde. Abschließende hydrogenolytische Abspaltung der 
Schutzgruppe lieferte die modifizierten Deferipron-Derivate 4a-c.
[138–141]
 
Ein weiterer interessanter Ansatz dabei ist, die Keto-Funktion zum Thion zu überführen, da in 
bereits durchgeführten Studien am aufgereinigten Enzym der Hydroxylase mit Thio-
Deferipron im Vergleich zu Deferipron keinerlei Aktivität gemessen werden konnte (Dr. 
Hanauske-Abel, Dr. Wolff, Dr. Park – bisher unveröffentlichte Ergebnisse). Synthetisch 
waren erneut die beiden Routen zum Thio-Derivat 6 denkbar, wobei bei der Variante mit 
temporärer Benzyl-Schützung das Derivat 6 nur sehr mäßig vom Pd/C-Katalysator abgetrennt 
werden konnte. Mittels NMR-Spektroskopie konnte jedoch ein vollständiger Umsatz 
nachgewiesen werden. Hier wurde die direkte Aminolyse des Thiomaltols 5 durchgeführt, 
welches zuvor mittels Lawessons Reagenz aus Maltol 1 gewonnen werden konnte.
[142–144]
 Die 
direkte Aminolyse erfolgte unter Mikrowellen-Bedingungen und es konnte bereits nach 
90 Sekunden ein vollständiger Umsatz erhalten werden. Diese Beobachtung, dass bei der 
Aminolyse von -Thiopyranon der Einsatz von Mikrowellenstrahlung den Umsatz steigert, ist 
bereits in der Fachliteratur bekannt.
[144,145]
 Die Syntheseroute ist in Schema 3-2 gezeigt. 
 
 Schema 3-2: Synthese von Thio-Deferipron 6: Die direkte Umsetzung von Maltol 1 mit Lawessons 
Reagenz (LR) und anschließender, mikrowellen-unterstützte Aminolyse lieferte Thio-Derferipron 6 in einer 
Ausbeute von 66% über zwei Stufen. Die Variante über die temporäre Schützung des Phenols 8 lieferte ebenfalls 
Zugang zum gewünschten Produkt, jedoch dieses in der letzten Stufen nicht ausreichend vom Katalysator-
Rückstand abgetrennt werden.  
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Da die chelatisierende Wirkung von Deferipron und seinen Strukturanaloga bei medizinischen 
Applikation oft unerwünschte Nebenreaktionen, wie beispielsweise Eisen-Depletion 
hervorrufen kann, wurde zusätzlich eine Syntheseroute entwickelt, um ein 
„defunktionalisiertes Deferipron“ zu erhalten (Schema 3-3). Bei dieser Zielstruktur wurde das 
Phenol zu 15 defunktionalisiert. Hierzu wurden zwei Syntheserouten entwickelt und 
untersucht. Bei der ersten Route wurde zunächst Meldrumssäure 9 mittels Acetylchlorid zu 10 
acetyliert.
[146,147]
 Es folgte eine Umacetalisierung mit n-Butylvinylether
[148]
 zu 11, wobei 
dieses Intermediat in einer one-pot-Synthese zum -Pyranon 12 sauer hydrolysiert 
wurde.
[148,149]
 Anschließende Aminolyse mit wässriger Methylamin-Lösung lieferte 
schließlich die Zielstruktur 15 in 14% Gesamtausbeute über drei Stufen. In der zweiten, etwas 
kürzeren Route wurde zunächst 2-Methyl-4-nitropyridin 13 mittels Dimethylsulfat am 
Pyridin-Stickstoff methyliert und anschließend als Perchlorat-Salz 14 präzipitiert.
[150]
 Das 
isolierte N-Methylpyridinium-Salz 14 wurde anschließend in Ethanol mit einem basischen 
Ionentauscher (Lewatit M500) refluxiert, um das Derivat 15 zu erhalten.
[151]
 Mittels NMR-
spektroskopischer Untersuchung dieser Reaktion (Zugabe von NaOD zu einer Lösung von 14 
in DMSO-d6) konnte nachgewiesen werden, dass diese Reaktion über einen Mechanismus der 
nukleophilen aromatischen Substitution ablaufen muss. Mittels 2D-NMR Methoden konnte 
die kurzzeitige Existenz des 1,4-Dihydropyridin-4-ols I bestätigt werden, welches sich bei 
Erwärmung der Lösung zu 15 umsetzte. Bei dieser Route konnte eine Gesamtausbeute von 
22% über zwei Stufen erlangt werden, wobei der Einsatz des stark toxischen Dimethylsulfats 
hier nachteilig zu erwähnen ist. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
3 Synthese neuer Deferipron-Derivate 31 
 
 
  
 
Schema 3-3: Darstellung des „defunktionalisierten Deferiprons“ 15 über zwei mögliche Syntheserouten. a: 
Acylierung von Meldrumssäure 9 lieferte Verbindung 10, welche mit n-Butylvinylether in das Acetal 10 
überführt wurde. Dieses konnte in situ sauer zum -Pyranon 11 hydrolysiert werden. Abschließende Aminolyse 
mit wässriger Methylamin-Lösung lieferte schließlich 15. b: Methylierung von 2-Methyl-4-Nitropyridin 13 
resultiert im N-Methylpyridiniumsalz 14, welches durch Umsetzung mit einem basischen Ionentauscher in einer 
zweistufigen Synthese zu 15 umgesetzt wurde. 
Die in diesem Abschnitt dargestellten Deferipron-Derivate, bei denen entweder das N-
Substitutionsmuster variiert oder der Keto-Sauerstoff in das entsprechende Thion überführt 
wurde, wurden alle samt im Jurkat-2D10 HIV-System auf ihre inhibitorische Wirkung 
getestet. Fokus wurde dabei auf die Fragestellung gelegt, inwiefern die Enzymdaten des Thio-
Deferiprons 6 durch die Zellexperimente bestätigt werden konnte. Hierzu wurden zwei 
Zelllinien verwendet, Jurkat E6 und Jurkat 2D10. Bei Jurkat 2D10 Zellen handelt es sich 
dabei um immortalisierte HIV-Zellen, welche bei Virusexpression das grün-fluoreszierende 
Protein (GFP) exprimieren. Diese Expression kann durch die Zugabe von Tumor-
Nekrosefaktor  (TNF-) induziert werden.  
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E6-Zellen stellen das nicht infizierte Analogon zur genannten Zelllinie dar, sodass an dieser 
Linie Toxizität und Veränderung in der Zellstruktur, unabhängig von der Virusexpression, 
untersucht werden können. Analysiert wurde die jeweilige Zellsuspension mittels 
Durchflusszytometrie. Alle Datenpunkte wurden im Triplikat durchgeführt und 
zusammengefasst kann für die kleine Molekülbibliothek gesagt werden, dass mit Ausnahme 
des Thiomaltols 5 weder eine inhibitorische Wirkung der Verbindungen 4a-c und 15, noch 
eine Veränderung im Zytoskelett bzw. Toxizität gemessen werden konnte. Als 
Referenzverbindungen wurden Ciclopirox und Desferoxamin vermessen. Die gemessene P1-
Viabilität bzw. die GFP-Expression bei der Behandlung von Jurkat-E6- bzw. Jurkat 2D10 
HIV-Zellen mit und ohne TNF-Stimulation sind in Abbildung 3-1 gezeigt. In den mit TNF 
stimulierten HIV-Zellen ist auffällig, dass ab einer Konzentration von 25 µM eine starke 
Inhibierung der Aktivierung der Virusexpression eintritt. Dies geht einher mit einer 
sichtlichen Stressreaktion der Zellen verbunden, was daran deutlich wird, dass bei gleicher 
Konzentration in den unstimulierten Zellen die GFP-Expression deutlich ansteigt. Es in 
diesem Experiment keinerlei Toxizität beobachtet werden. Durch exponentielle Näherung der 
Messdaten der stimulierten Datenreihe kann eine 50%ige Inhibierung der Virusexpression bei 
einer Kozentration von 27 µM berechnet werden (Abbildung 3-1). 
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Abbildung 3-1: P1-Viabilität und %GFP Expression bei Behandlung der Jurkat-Zelllinien mit Thiomaltol 5. Die 
Experimente wurden in 96 bzw. 384 well-plates durchgeführt. Als Medium diente RPMI-1640 mit jeweils 
25 mM HEPES und L-Glutamin mit 5% fetalem Kälberserum (FBS) und 50 mg/mL Normicin. Jeder Messwert 
wurde in 100 µL Volumen mit ca. 30000 Zellen in Triplikaten aufgezeichnet. 
Dieses Experiment wurde insgesamt dreifach wiederholt und kann somit eindeutig verifiziert 
werden. Zusätzlich wurde optische Mikroskopie durchgeführt, um die Verminderung der 
GFP-Expression auch zu visualisieren (Abbildung 3-2). 
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Abbildung 3-2: Behandlung von Jurkat 2D10 HIV-Zellen mit Thiomaltol: A: Blind-Messung ohne Thiomaltol 5 
Zugabe, jedoch mit TNF-Stimulation: B: Entsprechende Schwarzfilter-Aufnahme: Die GFP-markierten Zellen 
sind als weiße Punkte sichtbar. C: Behandlung der Zellen mit 100 µM Thiomaltol 5 bei TNF-Stimulation. D: 
Zugehörige Schwarzfilter-Aufnahme. 
In den in Abbildung 3-2 gezeigten Experimenten wurden Jurkat-2D10 Zellen identisch 
behandelt wie in den dazugehörigen Durchflusszytometrie Experimenten. Auch die Zelldichte 
mit ca. 30000 Zellen pro Experiment wurde beibehalten. Die Virusexpression wurde mit TNF 
aktiviert. Es sind Aufnahmen ohne Thiomaltol-Behandlung (A und B), sowie die Behandlung 
mit 100 µM Thiomaltol (C und D) gezeigt. Da es sich hierbei nur um ein Schwarz-Weiß-
Mikroskop ohne entsprechende Fluoreszenz-Filter handelte, ist die GFP Expression nur in den 
Schwarzfilter-Aufnahmen B und D als weiße Punkte zu erkennen. 
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Als Referenz dazu sind die entsprechenden ungefilterten Aufnahmen A und C gezeigt. In den 
Aufnahmen wird die Abwesenheit der GFP-Fluoreszenz bei Behandlung mit Thiomaltol 5 im 
Bild D deutlich, was die vorhergehenden Experimenten in der Durchflusszytometrie bestätigt.  
 
Zusammenfassend kann in diesem Abschnitt gesagt werden, dass Thiomaltol 5 im Gegensatz 
zu seinem Deferipron-Analogon eine starke Aktivität im HIV-Zellsystem zeigt, die die 
Aktivität einiger bereits zugelassener Medikamente, wie beispielsweise Deferipron, 
Ciclopirox oder Desferoxamin, deutlich übersteigt.
[67,152]
 Die Messungen konnten durch 
mikroskopische Aufnahmen bestätigt werden. Hierzu wäre die Anwendung des Thiomaltols 
in einem Radioimmunoessay am aufgereinigten Enzym der Hydroxylase im Vergleich zu 
Thio-Deferipron 6 denkbar. Weitergehend sollte der genaue Wirkmechanismus des 
Thiomaltols 5 aufgeklärt werden, um feststellen zu können, zu welchem Zeitpunkt des 
Zellzyklus der Wirkstoff eingreift. Für Deferipron ist bekannt, dass dieser an der Grenzfläche 
zwischen G1- und S-Phase inhibiert.
[69]
 Auch die Untersuchung der entsprechenden 
Zellproliferation könnte weitere Erkentnisse liefern. 
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4. Design der eif5a basierten -hairpin Peptide 
Vorangegangene Studien zeigten, dass die Hydroxylase durch Tetrapeptide des Typs GKHG 
inhibiert werden kann, wobei die K
2
-Seitenkette eine Catechol-Funktion aufwies.
[16]
 Da diese 
Peptide auch keine definierte Sekundärstruktur aufwiesen, konnte unter der Annahme, dass 
die Konformation dieses Peptids in Lösung auch der gebundenen Konformation entspricht, 
diese Verbindungsklasse nur bedingt dafür genutzt werden, die active site des Enzyms 
strukturell zu erforschen. Unter der Voraussetzung, dass die Lösungskonformation auch der 
aktiven Konformation entspricht wurde ein Ansatz verfolgt, um formstabile Peptide 
darzustellen, welche die Sekundärstruktur des eif5a in der publizierten Kristallstruktur 
nachempfinden und daher auch zum Mapping der active site dienlich sein können. Wird 
die-hairpin Sequenz S44-H57 (nachfolgend S1-H14) des eif5a in der automatisierten 
Festphasenpeptidsynthese synthetisiert, so wird das Peptid P1 erhalten, welches nach NMR-
Analyse keine bevorzugte Konformation bzw. stabile Sekundärstruktur aufweist. Das 
Fragment verliert also ohne seine natürliche Proteinumgebung seine dreidimensionale 
Faltung. Abbildung 4-1 zeigt die Struktur des synthetischen Ausschnitts des -hairpin 
Fragments  P1 des eif5a-Proteins. Das dazugehörige 
1
H-NMR Spektrum von P1 zeigt keine 
große Dispersion im amidischen Bereich, weshalb von einer random-coil Struktur 
ausgegangen werden kann. 
 
Abbildung 4-1: Synthese des 14 Aminosäure eif5a Fragments P1: Ausgehend von der eif5a Kristallstruktur 
wurde die Aminosäuresequenz ausgewählt und synthetisiert. Mittels NMR-Analyse konnte gefunden werden, 
dass es sich dabei nicht um die in der Kristallstruktur enthaltene -hairpin Struktur handelt. Der 14 AS Auschnitt 
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wurde hier im Einklang mit der zuvor diskutierten 4n+2-Regel ausgewählt. Zur Stabilisierung der gewünschten 
hairpin-Struktur wurde das gewählte eif5a-Fragment mit dem hydrophoben Cluster kombiniert. Hierzu wurden 
sechs Aminosäuren (n=1) des Proteins mit entsprechenden acht Aminosäuren des Clusters kombiniert, sodass 
das resulierende Peptid wieder der 4n+2-Regel (n=3) entspricht. 
Da auch die Zyklisierung von Peptid P1 mittels Disulfid oder Macrolactam keine erhebliche 
Stabilisierung der Peptidstruktur herbeiführte, musste eine neue Strategie entwickelt werden. 
Hierzu wurde das Prinzip des epitope graftings angewendet, indem die sechs Aminosäuren 
des eif5a T
48
-H
52
-Epitops (T
5
-H
10
 in Abb. 4-2 in blau) mit den Aminosäuren C
1
-E
4
+K
11
-C
14
  
des hydrophoben Clusters (gelb) von Cochran et al. modular kombiniert wurden, welcher 
speziell zum Display von -hairpin-Strukturn entwickelt wurde.[90,106] Abbildung 4-2 zeigt die 
Vorgehensweise. 
 
 
Abbildung 4-2: Modularer Kombination der Epitop-Aminosäuren des eif5a-Proteins (blau) mit entsprechenden 
Cluster-Aminosäuren des hydrophoben Clusters (gelb) entlang der Stränge: Nach Oxidation in wässrig 
basischem Puffer kommt es zur Ausbildung des intramolekularen Disulfids (orange) und der damit verbundenen 
Ausbildung der Sekundärstruktur in P2. 
Die  intramolekulare Oxidation der beiden terminalen Cysteine erfolgte in wässrigem 
Ammoniumcarbonat-Puffer. Nach HPLC-Aufreinigung wurde das Peptide P2 in sehr guter 
Ausbeute und Reinheit erhalten. Die entsprechenden 
1
H-NMR Spektren der Peptide P1 
und P2 sind in Abbildung 4-3 gezeigt. 
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Abbildung 4-3: Vergleich der 
1
H-NMR Spektren (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0) von P1 
und P2: Die Dispersion im Amid-Bereich erhöht sich deutlich im Zuge des epitope graftings. Zusätzlich zeigen 
die hohe Dispersion der -Protonen, sowie die deutliche Tieffeldverschiebung von L12--CH3 in P2, die 
Ausbildung der -hairpin Struktur (Indol--NH von W3 bei ca. 10.2 ppm ist hier nicht gezeigt). 
Im 
1
H-NMR Spektrum von P2 ist die hohe Dispersion der Amidprotonen, sowie die 
Dispersion der L
12
 -CH3-Gruppen ein Indiz dafür, dass es sich hierbei um den gewünschten 
-hairpin handelt. Bei Ausbildung dieser Struktur richtet sich eine der beiden diastereotopen 
Methylgruppen des Leu
12
 in Richtung es Indols von Trp
3 
aus und erfährt durch einen 
Ringstromeffekt eine starke elektronische Abschirmung, was in der Hochfeldverschiebung 
des entsprechenden Resonanzsignals resultiert.
[4,106]
 Mittels sequential walk können alle 
Signale aus dem Spektrum von P2 eindeutig zugeordnet werden. Die Methodik dazu ist in 
Abbildung 4-4 gezeigt. 
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Abbildung 4-4: Sequential walk von -hairpin Peptiden am H-GKHG-OH-Modellpeptid: Charakteristisch für 
diese Sekundärstruktur ist ein starker NOE-Kontakt zwischen dem -Protonen der ersten Aminosäure und dem 
Amid-Protonen der darauffolgenden Aminosäure (von N- nach C-Terminus) und ein schwacher NOE zum 
eigenen Amid-Proton. COSY Spektren zeigen Kreuzsignale bei geminalen Kopplungen, während TOCSY-
Spektren die Identifikation kompletter Spinsysteme ermöglichen, sodass die Zuordnung der einzelnen 
Aminosäure-Fragmente möglich ist. 
COSY- und TOCSY-Spektren liefern Kreuzsignale basierend auf skalaren Kopplungen, 
während NOESY-Spektren durch dipolare Kopplungen Kreuzsignale liefern, welche 
Aufschluss über die räumliche Anordnung der Protonen relativ zueinander geben. 
Charakteristisch für -hairpin Strukturen ist der sequenzielle NOE-Kontakt von einem -
Proton der ersten Aminosäure zum amidischen NH der darauffolgenden Aminosäure in 
Richtung vom N- zum C-Terminus. In Kombination mit dem TOCSY Spektrum kann somit 
das 
1
H-NMR Spektrum bei ausreichender Dispersion komplett zugeordnet werden. Die 
komplette Methodik der Sequenzierung mit Hilfe der genannten Spektren ist in Abbildung 4-5 
exemplarisch für das Peptid P2 gezeigt. 
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Abbildung 4-5: Überlagerung von TOCSY- (blau) und NOESY- (rot) Spektrum (600 MHz, 300 K, 
50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0) von Peptid P2: Durch die sequenziellen NOE-Kontakte gemäß Abbildung 4-4 
können alle amidischen Protonen der gewünschten Peptidsequenz eindeutig zugeordnet werden. Die 
entsprechenden skalaren Kopplungen aus dem TOCSY Spekrum lassen anschließend die vollständige 
Zuordnung der Seitenketten-Signale zu. (Der NOE-Kontakt zwischen His
8
 -CH und Gly9-NH ist nur sehr 
schwach sichtbar und hier aus Gründen der Übersicht nicht gezeigt). 
Der vollständig zugeordnete Amidbereich des Peptids P2 ist in Abbildung 4-6 gezeigt. 
Auffällig dabei ist besonders das doppelte Glycin-Muster in den Positionen i und i+3 der 
turn-Struktur. Dieses Strukturmotiv ist in der Natur sehr ungewöhnlich und auch der von Lys
7
 
und His
8
 gebildete turn ist ausschließlich im eif5a-Protein zu finden. Bei Betrachtung der 
beiden Glycin-Amidsignale wird deutlich, dass diese jeweils als dd-Multiplizität erscheinen, 
sie somit also in einer bevorzugten Konformation vorliegen. Eine gemittelte Konformation 
würde sich in zwei ähnlichen Kopplungskonstanten widerspiegeln, was eine Triplett-
Multiplizität zur Folge hätte. Diese Beobachtung kann bei Betrachtung der diastereotopen 
Aufspaltung der dazugehörigen -Protonen bestätigt werden. 
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Abbildung 4-6: Amidbereich des 
1
H-NMR Spektrums (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0) 
von Peptid P2. 
Ausgehend von sowohl der hohen Dispersion im Amid- als auch im aliphatischen Bereich des 
Peptids, kann davon ausgegangen werden, dass es sich um eine formstabile, zyklische 
Struktur handelt. Die Verifizierung, dass sich erfolgreich ein -hairpin mit zwei antiparallel 
ausgerichteten Strängen ausgebildet hat, erfolgt erneut durch das NOESY-Spektrum. Alle von 
amidischen Protonen ausgehenden, strukturrelevanten NH/NH, NH/-CH und -CH/-CH 
sichtbaren NOE-Kontakte sind in Abbildung 4-7 gezeigt. 
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Abbildung 4-7: Schematische Darstellung der strukturrelevanten interstrand NOE-Kontakte des Peptids P2: Die 
hier gezeigte ZickZack-Darstellung zeigt alle Wasserstoffbrücken-bindenden Aminosäurereste überhalb, sowie 
alle nicht-bindenden Reste unterhalb des Peptidrückgrats. Farblich hervorgehoben sind die für -hairpin 
charakteristischen interstrand-Kontakte. 
Besonders wichtig sind dabei die sogenannten interstrand-NOE-Kontakte, mit deren 
Anwesenheit das Vorliegen der -hairpin-Struktur bestätigt werden kann. Wird von diesem 
Strukturmotiv ausgegangen, so befinden sich immer paarweise, gegenüberliegende amidische 
Protonen in einer Wasserstoffbrücken-Bindung. Im Detail sind dies für Peptid P2 die 
amidischen Signale von His
2
/Val
13
, Glu
4
/Lys
11
, Gly
6
/Gly
9
, während Cys
1
, Trp
3
, Thr
5
, Lys
7
, 
His
8
, His
10
, Leu
12
 und Cys
14
 zum Lösungsmittel hin orientiert sind (Abbildung 4-7). Daraus 
resultiert ein wiederkehrendes NOE-Muster innerhalb der beiden Stränge: Das -CH von 
Cys
1
 sollte demnach ein Kreuzsignal zum -CH von Cys14 aufweisen. Dieses Proton 
wiederrum sollte nun einen Kontakt zu His
2
-NH zeigen, da dieses Amidproton sich in einer 
Wasserstoffbrücke befindet und damit zum Inneren des hairpin-Makrozyklus hin orientiert 
ist. Gleiches gilt für Leu
12
-NH, weshalb daraus der nächste, strukturrelevante NOE-Kontakt 
zwischen His
2
-NH und Leu
12
-NH resultiert. Sinngemäß folgt darauf der NOE-Kontakt 
zwischen Leu
12
 -CH und dem amidischen Proton von Glu4. Diese Abfolge kann theoretisch 
bis in den turn-Bereich nachvollzogen werden. Aus dem NOE-Spektrum von P2 können all 
diese Kontakte bis hin zu Gly
6
-NH verifiziert werden. In Abbildung 4-7 sind diese NOE-
Kontakte rot markiert.  
Weitere Strukturrelevante NOE-Kontakte der Aminosäure-Seitenketten sind in Abbildung 4-8 
verdeutlicht. Diese bilden die Basis für einen dreidimensionalen Strukturvorschlag. 
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Abbildung 4-8: Sichtbare, strukturrelevante NOE-Kontakte des Peptids P2, welche die Basis für die 
Berechnung eines dreidimensionalen Strukturvorschlags des Peptids bilden.  
Auch das so vorhergesagte Netzwerk von Wasserstoffbrücken-Bindungen kann mittels 
temperaturabhängiger NMR-Spektroskopie bestätigt werden. Der Temperaturkoeffizient 
(/T) ist vom Abstand zwischen jenem Amidproton und dem gegenüberliegenden 
Protonenakzeptor, hier der entsprechende Carbonylsauerstoff, abhängig. Durch Steigerung der 
Brownschen Molekularbewegung bei zunehmender Temperatur wird die Bindungslänge der 
Wasserstoffbrücken-Bindung erhöht und der entschirmende Effekt des Carbonylsauerstoffs 
wird verringert, wodurch es zu einer relativen Hochfeldverschiebung der Amidsignale 
kommt. Dieser Effekt ist für intermolekulare Wasserstoffbrückenbindungen mit dem 
umgebenden Wasser deutlich stärker als für intramolekulare Brücken. Demnach können 
intramolekulare Wasserstoffbrücken-Bindungen in einer -hairpin-Struktur durch ihren 
Temperaturkoeffizienten (/T < - 4.5 ppb/K) identifiziert und von intermolekularen 
Wasserstoffbrücken, also solventexponierten Amidprotonen unterschieden werden.
[106,153]
 
Dies ermöglicht jedoch lediglich eine qualitative Aussage, die Population dieser 
Wasserstoffbrücken-Bindung kann nicht quantifiziert werden. Die Temperaturabhängigkeit 
der Amidprotonen für P2 ist in Abbildung 4-9 gezeigt. Lineare Extrapolation der   
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Temperaturabhängigkeit der chemischen Verschiebung der Amidprotonen liefert die 
dazugehörigen Temperaturkoeffizienten in Abbildung 4-10. 
 
Abbildung 4-9: Amidbereich des 
1
H-NMR-Spektrums (600 MHz, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0) von Peptid 
P2. Es ist deutlich die unterschiedliche Temperaturabhängigkeit für wasserstoffbrücken-gebundene 
Amindprotonen (blau) und solventexponierten Amidprotonen (rot) erkennbar. 
 
Abbildung 4-10: Temperaturkoeffizienten der Amidprotonen von Peptid P2. 
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Es wird deutlich, dass alle, laut dem in Abbildung 4-10 gezeigten Modell, 
wasserstoffbrücken-gebundenen Amidprotonen einen deutlich geringeren 
Temperaturkoeffizienten aufweisen als die entsprechend zum Wasser exponierten Protonen. 
Auch im Vergleich mit dem Modellpeptid von Cochran et al. werden ähnliche 
Temperaturkoeffizienten für die wasserstoffbrücken-gebundenen Amidprotonen der 
Aminosäuren His
2
, Glu
4
, Lys
11
 und Val
13
 erhalten.
[105,106]
 Auffällig dabei ist, dass His
2
 in P2 
einen deutlich niedrigeren Temperaturkoeffizienten hat, während sich das gegenüberliegende 
Val
13
 genau gegenläufig verhält. Die Auftragung ist in Abbildung 4-11 gezeigt.  
 
Abbildung 4-11: Temperaturkoeffizienten (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0) von Peptid P2 
im Vergleich zu Cochrans Modellpeptid. 
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4.1 Charakterisierung des -turns in P2 
 
Ein -turn besteht aus vier Aminosäuren, welche im Fall von P2 die Aminosäuren Gly6, Lys7, 
His
8
 und Gly
9
 sind. Nach Venkatachalam kann die geometrische Anordnung dieser vier 
Aminosäuren in drei Typen klassifiziert werden.
[81]
 Diese werden in Abhängigkeit vom - 
und -Winkel der Aminosäuren i+1 (Lys7 für P2) und i+2 (His8 für P2) definiert. Die Winkel 
für die Typen I, II und III sind in Tabelle 4-1 gezeigt.  
Tabelle 4-1: - und -Winkel für die drei -turn Typen nach Venkatachalam.[81] 
Typ -Winkel (i+1) -Winkel (i+2) -Winkel (i+1) -Winkel (i+1) 
Typ I -60° -80° -30° 0° 
Typ II -60° 80° -120° 0° 
Typ III -60° -60° -30° -30° 
 
Während Typ III die kleinste Untereinheit einer 310-Helix darstellt, bewirken die Typen I 
und II eine nichthelikale Richtungsänderung im Peptidrückgrat. Die Spiegelbilder von Typ I 
und Typ II, bei welchen die Winkel jeweils invertiert sind, werden als Typ I´und Typ II´ 
bezeichnet. Die Typen I´und II´werden sehr oft in -hairpin Strukturen gefunden, da deren 
45° Verdrillung sehr gut kompartibel ist mit der rechtsgängigen Verdrillung der hairpins. Die 
Stereochemie der Aminosäuren in den Positionen i+1 und i+2 kann ein Hinweis auf den 
Typen des turns liefern. Die Kombination L-L liefert den Typ I, D-D zu Typ I´, L-D zum 
Typen II und D-L zum Typ II´. Die turn-Induktion dieser beiden Aminosäuren bestimmt die 
Stabilität des gesamten hairpins und dessen Faltungsgeschwindigkeit. Aufgrund der flexiblen 
Torsionswinkel tritt Glycin sehr oft in einer dieser beiden Positionen in hairpins der Typen I´, 
II und II´auf. Prolin hingegen wird oft in der i+1 Position von Typ I und II gefunden bzw. in 
der i+2 Position vom Typs II´. Stäbchenmodelle dieser vier Typen sind in Abbildung 4-12 
gezeigt.
[86]
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Abbildung 4-12: Geometrische Anordnung der beschriebenen Typen eines -turns.[86] 
Um nun den Typus des -turns im Peptid P2 bestimmen zu können, ist es hilfreich, zunächst 
auf Kristallstrukturen des eif5a-Proteins zurückzugreifen, da das hier angewandte Design des 
-hairpin Epitops auf Basis der publizierten Strukturen beruht. Hierbei sollte jedoch 
berücksichtigt werden, dass in Proteinumgebungen fast ausschließlich die Typen I und II 
beobachtet werden. Im Vergleich der turn-Struktur aus der Kristallstruktur (pdb: 3hks) mit 
den in Abbildung 4-12 Modellen der vier -hairpin Typen wird deutlich, dass besonders die 
kurzen NH-NH Abstände zwischen den Aminosäuren i (Gly
49 
in 3hks, Gly
6
 in P2) und i+1 
(Lys
50
in 3hks, Lys
7
 in P2) mit 2.79 Å, sowie zwischen i+2 (His
51
 in 3hks, His
8
 in P2) und i+3 
(Gly
52
 in 3hks, Gly
9
 in P2) mit 2.76 Å auf einen -turn des Typus I in der Kristallstruktur 
hinweisen (Abbildung 4-13). Auch die Kombination zweier L-konfigurierter Aminosäuren in 
den Positionen i+1 und i+2 deutet auf diesen Typus hin. Auffällig dabei ist jedoch das 
Exposition von Lys
50
, was an die weniger bekannten Strukturmotive eines -bulges bzw. 
eines A4-residue-hairpins erinnert.
[154]
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Abbildung 4-13: -turn Struktur des eif5a-Proteins in der Kristallstruktur: Die NH-NH Abstände von Gly49 zu 
Lys
50
, sowie von His
51
 zu Gly
52
 implizieren einen -turn des Typus I (pdb: 3hks), wobei die Exposition von 
Lys
50
eine ungewöhnliche -turn Konformation vermuten lässt. 
Aus dem NOESY-Spektrum von P2 kann nur das Kreuzsignal zwischen His
8
-NH und  
Gly
9
-NH verifiziert werden, Die hier ebenso präsente Kombination zweier L-konfigurierter 
Aminosäuren in den Positionen i+1 und i+2 ist ein weiteres Indiz für einen I-turn bzw. I´-
turn. Eine weitere Möglichkeit die zur strukturellen Evaluation des designten Epitops im 
Peptid P2 in Betracht gezogen werden muss, ist die Ausbildung eines weniger üblichen, zuvor 
bereits genannten A4 residue hairpin oder die Ausbildung eines -bulges. In -bulges wird 
das lokale Wasserstoffbrückenbindungs-Muster eines -hairpins durch die Insertion weiterer 
Aminosäurereste auf einer oder auf beiden Seiten der Stränge verändert. In klassischen  
-hairpins kommt es, wie bereits gezeigt, an den beiden Enden der -Stränge, unmittelbar vor 
dem turn-Bereich zur Ausbildung einer einzigen Wasserstoffbrücke. Die verknüpfenden drei 
turn-Aminosäuren zeigen charakteristische Konformationen, die im Ramachandran-Plot 
verdeutlicht werden können. Während die erste Aminosäure eine rechtsgängige, -helikale 
Konformation annimmt, liegt die Konformation der zweiten Aminosäure zwischen einer 
helikalen und -sheet-artigen Struktur. Glycin, Asparagin oder Aspartat sind oft in der letzten 
Position zu finden, wobei diese Aminosäuren die Konformation einer linksgängigen Helix 
einnehmen. Im A4 residue hairpin nehmen die ersten beiden Aminosäuren eine Konformation 
einer rechtsgängigen -Helix ein, die Konformation der dritten Aminosäure liegt zwischen 
rechtsgängig -helikal und -sheet, während die letzte Aminosäure die Konformation einer   
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linksgängigen -Helix im Ramachandran-Plot zeigt. Beide Strukturen sind in Abbildung 4-14 
gezeigt.  
 
Abbildung 4-14: Ramachandran-Plot für die konformationelle Abfolge der Aminosäurereste in -bulges und 
A4-residue turns.  
Das Muster der NOE-Kontakte im turn-Bereich vom Peptid P2 lässt aber die Zuordnung der 
turn-Struktur zum Typus I oder II´ zu, während die Identifikation der turn-Struktur in den 
eif5a-Kristallstrukturen auch die Annahme eines A4-residue-hairpins möglich erscheinen 
lassen. Durch das hier angewandte Epitop-Design mittels Grafting des eif5a-loops an den 
hydrophoben Cluster kann also vermutet werden, dass die etwas unübliche Struktur des A4-
residue-hairpins aus der Kristallstruktur in einen klassischen hairpin im hier dargestellten 
Peptid P2 überführt wird. Um weitergehend ein präzises Strukturmodell für P2 entwickeln zu 
können, wurden D-Aminosäuren im turn-Bereich untersucht und Ala-Mutationen 
durchgeführt.  
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4.2 D-konfigurierte Aminosäuren des -turns 
 
Es ist bekannt, dass D-konfigurierte Aminosäuren in den Positionen i+1 bzw. i+2 turn-
induzierende Eigenschaften haben. Um die Frage nach der Existenz einer Korrelation 
zwischen der Beweglichkeit von Gly
6
 und Gly
9
 und der Faltungspopulation der hairpins 
nachgehen zu können, wurden jeweils die Peptide P3 (lys
7
) und P4 (his
8
) mit den 
entsprechenden D-Aminosäuren in den Positionen i+1 und i+2 dargestellt. Zusätzlich lassen 
sich aus diesen Mutationen Informationen bezüglich des Typus dieses turns gewinnen. Dabei 
ist bekannt, dass die Aminosäure-Kombination L-D  im turn zum Typen II und D-L zum 
Typ II´ führt. Ein Ausschnitt des Amidbereichs der 
1
H-NMR Spektren der Peptide P2, P3 
und P4 ist in Abbildung 4-15 gezeigt. 
 
 
Abbildung 4-15: Amidbereiche der 
1
H-NMR Spektren (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0) der 
Peptide P2, P3 und P4. P3 und P4 weisen dabei jeweils eine D-Aminosäure im turn auf. Bei P2 handelt es sich 
um die L-L-Variante. Die Signale der turn-Aminosäuren Lys
7
 und His
8
 sind je nach ihrer Konfiguration rot bzw. 
blau hervorgehoben. Auffällig ist die deutliche Änderung in der Multiplitzität, sowie der chemischen 
Verschiebung der beiden Glycine.  
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In Abbildung 4-15 wird deutlich, dass die Modifikation der turn-Aminosäuren keinerlei 
Einfluss auf die Ausbildung des hydrophoben Clusters hat. Die chemische Verschiebung von 
den amidischen Protonen der Cluster-Aminosäuren bleibt annährend konstant, ebenso 
Hochfeld Leu
12
 -CH3, welche als Maß für die Bildung des Clusters genommen werden kann 
und zu einem späteren Zeitpunkt noch detailliert diskutiert wird, ändert sich minimal im 
Peptid P3 von -0.27 ppm für P2 und P4 zu -0.22 ppm. Die chemischen Verschiebungen 
ändern sich jeweils für die im turn befindlichen Amidprotonen. Weiterhin ist auffällig, dass 
sich die chemische Verschiebung beider Glycine maßgeblich verändert. Besonders beide 
amidische Protonen, welche sich in einer Wasserstoffbrücke befinden, was mit der Schirmung 
des Protons und der damit einhergehenden Hochfeldverschiebung einhergeht, erfahren im 
Zuge der D-Aminosäure-Mutationen eine deutlich Tieffeldverschiebung. Die diastereotope 
Aufspaltung der Gly--Protonen geht in den Peptiden P3 und P4 verloren, was in den 
Ausschnitten der TOCSY-Spektren in Abbildung 4-16 gezeigt ist.  
 
 
Abbildung 4-16: Ausschnitt der TOCSY-Spektren (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0) der 
Peptide P2, P3 und P4: Die diastereotope Aufspaltung der Gly
9
 -Protonen verringert sich in beiden D-
Aminosäure Mutanten. 
Dies deutet darauf hin, dass die turn-Struktur in den beiden D-Aminosäure Peptiden P2 
und P3 deutlich flexibler ist als in P2. Die Temperaturkoeffizienten für die Amidprotonen der 
Peptide P2 und P3 verhalten sich sehr ähnlich. Innerhalb des hydrophoben Clusters sind keine 
Änderungen zu vernehmen, doch auch die beiden Glycine zeigen, obwohl sie laut den NMR- 
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Spektren aus Abbildung 4-16 eine deutlich unterschiedliche Konformation aufweisen, keine 
Änderungen in den Temperaturkoeffizienten. Die Werte dieser Koeffizienten für Gly
6
 und 
Gly
9
 machen deutlich, dass sich beide Amidprotonen nachwievor in einer Wasserstoffbrücke 
befinden. Auch die Temperaturkoeffizienten der turn-Aminosäuren verhalten sich unauffällig. 
 
Abbildung 4-17: Temperaturkoeffizienten der Amidprotonen der Peptide P2 und P3: Maßgebliche Änderungen 
sind nicht erkennbar. 
Die beiden D-Aminosäure-haltigen Peptide P3 und P4 wurden hinsichtlich ihrer interstrand 
NOE-Kontakte analog zu Abbildung 4-7 analysiert. Alle drei Peptide zeigen das identische 
Muster in den Temperaturkoeffizienten (Abbildung 4-17). Auch innerhalb der turn-Region 
konnte nur der bereits zuvor beschriebene NOE-Kontakt zwischen AS
8
-NH (His
8
 bzw. his
8
) 
und Gly
9
-NH in allen Spektren verifiziert werden. Dies lässt wiederum den Rückschluss auf 
ein I -oder II´-turn zu. Es kann daher keine klare Aussage darüber getroffen werden, ob die 
Mutation zu einer D-Aminosäure in i+1 und i+2 Position die Struktur der turn-Region 
verändert. Die Änderung des Glycin-Musters lässt jedoch auf eine beweglichere turn-Struktur 
schließen. Diese Beobachtung steht im Widerspruch zu der allgemeinen Beobachtung, dass D-
Aminosäuren in den Positionen i+1 bzw. i+2 turn-induzierende Eigenschaften aufweisen. Die 
Ausbildung des hydrophoben Cluster dieser Peptide mit D-Aminosäuren im turn-Bereich ist 
nahezu unabhängig von den hier gezeigten Mutationen. Lediglich das Gly-Gly-Motiv reagiert 
sensitiv auf diese Mutationen, weshalb nachfolgend die Faltungsparameter dieser Peptide 
anhand der average chemical shift Methode bestimmt werden.  
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4.3 Quantifizierungen der Faltungspopulation bei Mutation im turn-Bereich 
 
Zur Vergleichbarkeit der Peptide, bei welchen Einzelmutationen im turn-Bereich 
durchgeführt wurden, kann die Faltungspopulation (FP) durch den average chemical shift-
Wert (ACS) bestimmt werden. Im Gegensatz zur Quantifizierung mittels chemischer 
Verschiebung von L
12
 -CH3 oder der Amid-Dispersion, berücksichtigt diese Methode die 
chemische Verschiebung der -Protonen. Diese Methode ist daher besonders dafür geeignet, 
dass sie im Falle der hier diskutierten Peptide auch die Beweglichkeit der Glycine 
berücksichtigt, indem das arithmetische Mittel beider -Protonen berücksichtigt wird. Für 14 
Aminosäuren-Peptide mit n = 14 (n: Gesamtzahl aller Aminosäuren) kann der ACS-Wert 
gemäß der folgenden Gleichung bestimmt werden. 
   
∑      
         ∑      
    
   
   
 
∑      
         ∑      
    
   
  
 
Das Peptid mit dem höchsten ACS-Wert dient als 100% Referenz und alle anderen FP-Werte 
werden relativ zu diesem Wert bestimmt. Als 0% Referenz können dabei entweder random 
coil-Werte nach Wishart verwendet werden oder alternativ auch die beiden Fragmente des 
jeweiligen hairpins, bei welchen der Schnitt zwischen den Aminosäuren i+1 und i+2 gesetzt 
wird. Da die Referenzierung auf Fragmentwerte bei Punktmutationen entlang der Stränge 
jeweils die Synthese des entsprechenden Fragments erfordert, werden hier die tabellarischen 
random-coil-Werte von Wishart als Referenz gesetzt.
[155]
 Für die im vorhergehenden Kapitel 
beschriebenen D-Aminosäure-Mutationen der Peptide P3 und P4 wird im Vergleich zu P2 
und den Wishart-Werten als rc-Referenz eine quantitative Faltung von P3 berechnet, während 
die D-His
8
-Mutation im Peptid P4 die Faltungspopulation auf 74% reduziert. Diese Rechnung 
bestätigt die zuvor diskutierte Beobachtung, dass sich die Faltung bzw. die Bildung des 
hydrophoben Clusters nahezu unabhängig von den D-Aminosäure-Mutationen verhält, 
sondern lediglich das Gly-Gly-Motiv auf diese Änderungen reagiert. 
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4.4 Alanin-Mutationen des GKHG-Motivs 
 
Eine prochirale Zuordnung der beiden -Protonen von je Gly6 und Gly9 ist für die strukturelle 
Evaluation der Epitop-Region unerlässlich. Diese Zuordnung ist alleine aus den 
spektroskopischen Daten des Peptids P2 nicht möglich, da das System formal unterbestimmt 
ist. Zudem Überlagern die Signale beider tieffeldigen -Protonen von Gly6 und Gly9. Um 
zusätzliche Information über die lokale Struktur in einem nicht unterbestimmten System zu 
erhalten wurden die Aminosäuren Gly
6
 und Gly
9
 in die entsprechenden Alanin-Mutanten 
Ala
6
-Ala
9
 P5, ala
6
-ala
9
 P6 und die gemischten Hybride Ala
6
-ala
9
 P7 bzw. ala
6
-Ala
9
 P8 
überführt. 
 
Abbildung 4-18: Amidbereich des 
1
H-NMR Spektrums (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0) 
der Peptide P5 und P6 im Vergleich mit der Gly-Gly-Variante P2. Auffällig hierbei ist, dass sich das Muster von 
A
6
-A
9
 in P5 vom G
6
-G
9
-Motiv in P2 unterscheidet, während sich aber P2 und P6 nahezu identisch sind. 
Aus den Spektren in Abbildung 4-18 wird deutlich, dass das natürlich vorkommende G
6
-G
9
-
Motiv in P2 sich sehr gut durch die doppelten D-Alanin Mutationen in P6 wiedergeben lässt. 
Die Ausbildung des hydrophoben Clusters verhält sich nahezu unabhängig von den 
durchgeführten Mutationen, was anhand der chemischen Verschiebungen von Leu
12
 -CH3 
und den Signalen der Trp
3
-Seitenkette verifiziert werden kann. Nach Auswertung der 
4. Design der eif5a basierten -hairpin Peptide  55 
 
 
  
strukturrelevanten NOE-Konktakte von P6 kann ein Strukturvorschlag entwickelt werden, der 
in Abbildung 4-19 aufgezeigt ist.  
 
Abbildung 4-19: Auf Basis der NMR-Daten entwickeltes Strukturmodell für das Doppel D-Ala Peptid P6 als 
Zick-Zack- (links) bzw. Stäbchenmodell (rechts). 
Der entwickelte Strukturvorschlag zeigt ein Abknicken der turn-Region über- bzw. unterhalb 
der Rückgrat-Ebene. Diese Beobachtung ist kongruent mit zuvor in der Arbeitsgruppe Geyer 
durchgeführten, systematischen D-Aminosäure-Mutationen in -hairpins.[110] Wird die 
Population der gefalteten Spezies wie zuvor anhand der Tieffeldverschiebung von Leu
12
 -
CH3 berechnet, so werden die in Abbildung 4-20 gezeigten Werte erhalten. 
 
Abbildung 4-20: Berechnete Faltungspopulationen der Alanin-Peptide, ausgehend von der 
Hochfeldverschiebung von Leu
12
 -CH3. Es ist auffällig, dass entweder immer eine quantitative Population oder 
nahezu gar keine Population in den Peptiden gefunden wird.  
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Aus den berechneten Werten für die Faltungspopulation wird deutlich, dass nur zwei 
Extremfälle auftreten, bei welchen die Peptide entweder komplett oder gar nicht gefaltet sind. 
Alle Peptide auf den Diagonalen (orange bzw. grün) besitzen in beiden Positionen die 
identisch konfigurierten Aminosäuren und zeigen eine quantitative Faltung. Die Symmetrie 
der Neben-Diagonalelemente wird durch das Paar P7-P8 gebrochen. In allen gefalteten 
Peptiden können die interstrand-NOE Kontakte gemäß Abbildung 4-7 verifiziert werden. 
Auch die dazugehörigen Temperaturgradienten zeigen keine Auffälligkeiten. Nach 
Auswertung aller strukturrelevanten NOE Kontakte gemäß Abbildung 4-8 können 
dreidimensionale Strukturen für die Peptide Gly
6
-ala
9
 P9, Gly
6
-Ala
9
 P11 und Gly
6
-Gly
9
 P2 
erhalten werden (Abbildung 4-21). Hieraus wird deutlich, dass sich besonders P11 unüblich 
verhält und einen -helikalen turn ausbildet. P2 und P9 werden etwas gestreckte I´-turn 
Strukturen gefunden. Aus den systematischen Alanin-Mutationen konnte also ein 
Strukturvorschlag für P2 entwickelt werden, was von besonderer Bedeutung ist, da dieses 
Peptid zum späteren Zeitpunkt in den biologischen Studien eingesetzt wird. 
 
Abbildung 4-21:  Auf Basis der NMR-Daten entwickelte Strukturvorschläge für den turn-Bereich der Peptide 
P9, P11 und P2. Während P9 und P2 einen I´-turn ausbilden, zeigt sich für P11 ein -turn. Der entwickelte 
Gesamtstruktur-Vorschlag für P2 zeigt einen hydrophoben Cluster, welcher sich analog zu bisherigen Studien 
verhält.
[106,110]
 Im turn-Bereich zeigt sich eine leichte Streckung der Gesamtstruktur.  
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4.5 Thioamide im hairpin-Motiv  
 
Die Thioamid-Bindung ist eine nahezu isostere Substitution der klassischen Amidbindung 
(Abbildung 4-22a).
[156]
 Die Modulation der klassischen Amidbindung zum Thioamid liefert 
eine erhöhte proteolytische Stabilität, was bereits in einigen biologisch aktiven Peptiden 
angewandt wurde.
[157,158]
 Die Modifikation von Thioamid-Bindungen im Rückgrat eines 
Peptids kann dazu genutzt werden, spezifische Wasserstoffbrücken-Bindungsmuster und ihr 
daraus resultierendes sekundäres Strukturmotiv zu untersuchen, da sich deren 
Bindungsverhalten durch die signifikant längere C=S-Bindung (CO: 1.23 Å, CS: 1.65 Å)
[159]
 
deutlich unterscheidet (Abbildung 4-22b). 
Abbildung 4-22: a: Thioamide und deren Verhalten in Wasserstoffbrücken-Bindungen. b: Bindungslängen im 
Thioamid-Strukturmotiv im Vergleich zum Amid. 
Während ein Thioamid-NH Proton der stärkere Wasserstoff-Donor ist im Vergleich zum 
CONH, ist der Schwefel ein deutlich schwächerer H-Akzeptor im Vergleich zum 
Sauerstoff.
[160]
 Diese Beobachtung wurde zur Untersuchung von Thioamiden in -Helices[161] 
und -hairpins[162,163] verwendet, wobei in der Regel durch Einbau von Thioamiden in -
Helices diese aufgrund ihrer hohen Packungsdichte destabilisiert werden. In der Arbeit von 
Meyer et al.
[162]
, in welcher der Einfluss der Inkorperation von Thioamiden in-hairpin 
Peptiden studiert wurde, wurden lediglich die Aminosäuren in den Positionen i+2 und i+3 zu 
ihren Thioamid-Analoga modifiziert. Die entsprechenden Amidprotonen in diesen Positionen 
sind für die vier möglichen Strukturmodelle eines klassischen -hairpins mit antiparallelen 
Faltblättern nicht aktiv an der Ausbildung der Wasserstoffbrücken-Netzwerkes beteiligt, 
weshalb in der vorliegenden Arbeit erstmals der selektive Einfluss von Thioamiden in einer 
Wasserstoffbrücken-gebundenen Position bzw. nicht-gebundenen Position innerhalb der 
beiden Stränge untersucht werden sollte. Synthetisch ist die regioselektive Darstellung von 
Thioamid-haltigen Peptiden nach wie vor eine große Herausforderung. Bisherige Studien 
limitieren sich dabei größtenteils auf entweder den Einsatz eines Thionylierungs-Reagenzes,  
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Schema 4-1: Im Azirin/Oxazol Ansatz wird Cbz-geschütztes Thio-L-Alanin 16 mit dem Azirin 17 zum 
Thioamid 18 umgesetzt, wobei die weitere Reaktion mit ZnCl2 in AcOH eine Umlagerung des C-terminalen 
Thioamids zu 19 bewirkt. Der später entwickelte Thioacyl-Fluorobenzimidazolinon-Ansatz beginnt mit der 
Kupplung von 4-Fluoro-1,2-Phenylendiamin an eine N-terminal geschützte Aminosäure 20. Anschließend 
erfolgt mit Lawessons Reagenz die Thionylierung, bevor mit Phosgen das Imidazolinon gebildet wird, welches 
dann als Aktivester mit einer C-terminal geschützten Aminosäure zum Thioamid-Dipeptid 21a-b umgesetzt 
wird. Der Benzotriazolid-Ansatz verfolgt eine ähnliche Strategie: Hier erfolgt die Kupplung der N-terminal 
geschützten Aminosäure 22 an 4-Nitro-1,2-Phenylendiamin, das Aminoanilid wird anschließend thionyliert und 
mittels NaNO2 in AcOH wird das Benzotriazoli 23 dargestellt, welches wederrum als Aktivester dient und mit 
einer C-terminal geschützten Aminosäure zum Thioamid-Dipeptid 24 umgesetzt wird. Weitergehend können mit 
Proteasen als Enzym Thioamid-haltige Peptide kettenverlängert werden.
[164]
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wie beispielsweise Phosphorpentasulfid
[165]
 oder Lawessons Reagenz
[143,166–168]
, oder eines 
Thioacylierungs-Reagenzes. Beispiele für Thioacylierungs-Reagenzien sind 
Thiobenzotriazolide
[169]
, Thioacyl-Fluorobenzimidazolinone
[170]
 und die Azirin/Oxazolon-
Methode
[171]
. Thionylierungs-Reagenzen benötigen oft den Einsatz von trockenen 
Lösungsmitteln und die Umsetzung eines Peptides, unabhängig ob an der Festphase oder in 
Lösung, mit Thionylierungsreagenzien liefert oft inseparable Produktmischungen. Der Einsatz 
von Thionylierungs-Reagenzien ist zusätzlich auf Aminosäuren ohne Seitenketten-
Funktionalität beschränkt, weshalb Thioacylierungs-Reagenzien große Vorteile aufweisen. 
Bei Thioacylierungs-Reagenzien kann allerdings die Bildung des entsprechenden Oxo-Amids 
beobachtet werden.
[172]
 Auch die Epimerisierung bei der Bildung des Reagenzes unter 
basischen Bedingungen ist bekannt.
[173]
 Schema 4-1 fasst die Methoden zur regioselektiven 
Darstellung von Thioamiden zusammen. Basierend auf der Methode von Rapoport et al.
[169]
 
wurde deren Konzept im Jahre 2015 von Chatterjee et al.
[159]
 weiterentwickelt, indem die 
Synthese entsprechender Benzotriazolide auf -Fmoc-geschützte Aminosäuren übertragen 
wurde. Zusätzlich konnte diese Synthese auch erstmals für alle proteinogenen Aminosäuren 
mit entsprechenden Seitenketten-Schutzgruppen angewandt werden. Im Rahmen dieser Arbeit 
wurden die entsprechenden Thio-Benzotriazolide von Glycin 32 und L-Leucin 33 dargestellt, 
deren Synthese in Schema 4-2 gezeigt ist. 
 
Schema 4-2: Synthese der Thio-Benzotriazolide 32 und 33 nach einer modifizierten Vorschrift von Chatterjee et 
al.
[159]. Die Aktivester konnten in einer Gesamtausbeute von 79% für Glycin 32 und 60% für Leucin 33 über drei 
Stufen erhalten werden. 
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Die Umsetzung des Aminoanilids 28/29 mit Lawessons Reagenz zum entsprechenden 
Thioamid 30/31 erfolgt in akzeptablen Ausbeuten. Charakteristisch für die Bildung eines 
Thioamids ist die deutliche Tieffeldverschiebung des amidischen Protons zu ca 11.5 ppm im 
Vergleich zum Oxo-Amid Vorläufer 28/29. Das 
1
H-NMR Spektrum von Verbindung 31 ist in 
Abbildung 4-23 gezeigt.  
 
Abbildung 4-23: 
1
H-NMR Spektrum (300 MHz, 300 K, DMSO-d6) von Verbindung 31: An der 
Tieffeldverschiebung des amidischen Protons ist die Umsetzung zum Thioamid eindeutig erkennbar. 
Erstmals wurde von Chatterjee et al.
[159]
 auch gezeigt, dass die dargestellten Thio-
Benzotriazolide auch unmittelbar in der Festphasenpeptidsynthese eingesetzt werden können. 
Dabei war keine weitere Zugabe eines Kupplungsreagenzes notwendig, lediglich DIPEA 
wurde als Base zur Reaktion hinzugegeben. Über die Mikrowellen-Einsetzbarkeit dieser 
Bausteine wurde nicht berichtet, weshalb an dieser Stelle eine Kombination aus 
automatisierter und manueller Festphasenpeptidsynthese angewandt wurde. Diese Methodik 
ist in Schema 4-3 aufgezeigt. Hierbei wird zunächst die gewünschte Peptidsequenz in einer 
automatisierten Synthese bis zur Fmoc-entschützten Aminosäure synthetisiert, auf welche das 
entsprechende Thio-Benzotriazolid 32/33 gekuppelt werden soll. Der polymere Träger wird 
aus dem Synthesizer entfernt und in einer Glasfritte mit fünf Äquivalenten des Triazolids und 
zehn Äquivalenten DIPEA in DCM für eine Stunde versetzt. Die Rückführung des Harzes in 
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den Synthesizer ermöglicht dann die Fertigstellung der Sequenz. Abspaltung vom Harz, 
Oxidation und Aufreinigung erfolgen analog zu den zuvor dargestellten Methoden. 
 
Schema 4-3: Schematische Darstellung zur Synthese der Thioamid-haltigen Peptide: Zunächst wird die 
Peptidsequenz bis zur entsprechenden Thio-Aminosäure-Position 35 in der automatisierten Peptidsynthese 
dargestellt. Das Harz wird anschließend aus dem Synthesizer genommen und in einer Glasfritte wird das 
entsprechende Thioamid durch die manuelle Umsetzung des peptidischen N-Terminus mit dem entsprechenden 
Thio-Benzotriazolid-Baustein 31 erhalten. Durch Rückführung des polymeren Trägers 36 in den Synthesizer 
wird die gewünschte Peptidsequenz fertiggestellt. Abspaltung vom Harz,  Intramolekulare Disulfid-Oxidation 
und anschließende Aufreinigung liefert schließlich das entsprechende Thioamid-Peptid P13. 
Dargestellt über diese Methode wurden Mutanten, in welchen jeweils Leu
12
 und Gly
9
 zum 
entsprechenden Thioamid modifiziert wurden. Die Strukturen dieser Peptide, sowie deren 
Nomenklatur nach IUPAC sind in Abbildung 4-24 gezeigt. 
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Abbildung 4-24: Schematische Darstellung der beiden synthetisierten Thioamid-Peptide P13 und P14: Gemäß 
IUPAC wird zur Nomenklatur dieser Peptide die sogenannte „Pseudo-Amid“-Schreibweise verwendet, dabei 
bezieht sich der Term Xaa[CSNH] auf die jeweilige unmittelbar zuvor genannte Aminosäure, die entsprechend 
als Thioamid in der Struktur verbaut ist. 
Der erfolgreiche Einbau der gewünschten Thioamide mittels der Benzotriazolid-Methode 
nach Chatterjee et al.
[159]
 kann mittels Massenspektrometrie, als auch NMR-spektroskopisch 
eindeutig nachgewiesen werden. Charakteristisch in der NMR-Spektroskopie für die 
entsprechenden thionylierten Amidprotonen ist neben der starken Tieffeldverschiebung auch 
die beschleunigte Austauschrate, sodass die Thioamid-Signale erst unterhalb von 
Raumtemperatur im Protonenspektrum sichtbar werden. Der Amidbereich des 
1
H-NMR-
Spektrums des Peptids P13 ist in Abbildung 4-25 gezeigt. 
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Abbildung 4-25: Amidbereich des 
1
H-NMR-Spektrums (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0) 
des Thioamid-Peptids P14: Die deutliche V
13
-NH Tieffeldverschiebung bestätigt den Einbau des L
12
 Thioamids.  
Das Spektrum in Abbildung 4-25 verdeutlicht, dass das gewünschte Thioamid-Peptid P13 
erfolgreich dargestellt werden konnte. Durch die Tieffeldverschiebung des Val
13
-NH wird 
dies deutlich. Die Amid-Dispersion sowie die Dispersion der beiden Glycin-Amide sind im 
Vergleich zum Oxo-Peptid P2 nahezu unverändert. Auch die chemische Verschiebung des 
Tieffeld-Leu
12
--CH3, welche bereits zuvor als Hinweis auf die Faltungspopulation genutzt 
wurde, erfährt keine Änderung, weshalb von einer nahezu identischen Faltungspopulation 
ausgegangen werden kann. Die Seitenkette von Trp
3
 zeigt auch das typische 
Aufspaltungsmuster bei erfolgreicher Ausbildung des hydrophoben Clusters. Diese 
Beobachtung kann dadurch erklärt werden, dass das Thiocarbonyl des Leu
12
 nach außen hin 
orientiert ist und nicht aktiv in das Netzwerk der Wasserstoffbrücken eingreifen kann.  
Val
13
-NH zeigt im Zuge dieser Mutation einen leicht erhöhten Temperaturgradienten von ca. 
 -6 ppb/K (-4.1 ppb/K im Oxo-Peptid P2). Die Einführung des Thioamids innerhalb des 
hydrophoben Clusters in einer nicht wasserstoffbrücken-gebundenen Position hat daher in 
diesem Fall keinen signifikanten Einfluss auf die Ausbildung der Sekundärstruktur des 
Peptids. Dies entspricht auch den Erwartungen durch die veränderten Donor/Akzeptor-
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Bedingungen gemäß Abbildung 4-26. Der hydrophobe Cluster als stabilisierendes Design-
Element überkompensiert hier die Thioamid-Substitution. 
 
Abbildung 4-26: Amidbereich des 
1
H-NMR-Spektrums (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0) 
des Thio-Gly
9
-Peptids P14 im Vergleich zum Oxo-Peptid P2: Es ist eine deutliche Verringerung der amidischen 
Dispersion erkennbar. Auch die Veränderungen innerhalb der Seitenketten des hydrophoben Clusters verweisen 
auf eine globale Veränderung der Peptidstruktur.  
In Abbildung 4-26 ist der Amidbereich des entsprechenden G
9[CSNH] Peptids P14 gezeigt. 
Im Unterschied zum zuvor diskutierten L
12[CSNH] Peptid P13, in welchem das generierte 
Thioamid keinen Einfluss auf das Wasserstoffbrücken-Netzwerk hat, ist in diesem Peptid die 
Mutation in einer Wasserstoffbrücken-gebundenen Position erfolgt. Weiterhin muss bei dieser 
Betrachtung berücksichtigt werden, dass die Thioamid-Substitution im Peptid P14 nicht im 
hydrophoben Cluster, sondern in einer Position des eif5a-loops erfolgt. 
Die Dispersion der Amidprotonen, aber besonders die Dispersion der beiden Glycin-Amide 
ist deutlich reduziert im Vergleich zum entsprechenden Vorgängerpeptid P2. Leu
12
--CH3 
erfährt im Zuge dieser Mutationen eine unwesentliche Hochfeldverschiebung, was auf eine 
geringfügig reduzierte Faltungspopulation hindeutet. Wird hier Leu
12
 -CH3 als Indiz für die 
Faltungspopulation genutzt und P2 als quantitativer Faltungsstandard gesetzt, so reduziert 
sich im Zuge der Thioglycin-Modifikation die Faltungspopulation unwesentlich auf 97%. 
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His
10
-NH ist durch die beschleunigte Austauschrate des Thioamids bei Raumtemperatur nicht 
sichtbar, das Signal wird erst bei 280 K ersichtlich. Temperaturabhängige 
1
H-NMR-Spektren 
dieses Peptids sind in Abbildung 4-27 gezeigt.  
 
Abbildung 4-27: Amidbereich des 
1
H-NMR-Spektrums (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0) 
des Thio-Gly
9
-Peptids P14 bei 280, 300 und 320 K: Erst bei 280 K wird das amidische Proton von His
10
 
sichtbar. Auch die Dispersion der Glycine wird bei steigender Temperatur deutlich größer. 
Eine signifikante Änderung in den Temperaturkoeffizienten ist nicht erkennbar (Abbildung 4-
28). Auch hier überkompensiert der stabilisierende Effekt des hydrophoben Clusters die 
lokale Variation des Wasserstoffbrücken-Musters. 
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Abbildung 4-28: Temperaturgradienten der Amidprotonen des G
9[CSNH]-Peptids P14 im Vergleich mit dem 
entsprechenden Oxo-Peptid P2. Eine Erhöhung des Gradienten ist vor allem für G
6
-NH zu beobachten, welches 
dem Thiocarbonyl von Gly
9
 gegenüber liegt und damit eine Wasserstoffbrücke eingeht. 
Aus beiden punktuellen Mutationen der Amide zu den entsprechenden Thioamiden kann 
geschlossen werden, dass in dem gewählten Modellsystem die Mutation zum Thioamid in 
einer nicht im Wasserstoffbrücken-Netzwerk involvierten Position keinen globalen Einfluss 
auf die Sekundärstruktur des Peptids P13 hat. Da diese Mutation innerhalb des hydrophoben 
Clusters erfolgt, kann davon ausgegangen werden, dass sich diese Mutation in den weiteren, 
nicht-bindenden Amid Positionen analog verhalten wird. Ähnlich hierzu verhält sich das 
G
9[CSNH] Peptid P14, bei dem die Mutation aktiv in das Netzwerk der Wasserstoffbrücken 
eingreift. Diese Mutation erfolgt außerhalb des Clusters, also innerhalb des eif5a-loops. 
Ausstehend sind hierbei jeweils der Einbau eines Thioamids in einer wasserstoffbrücken-
gebundenen Position innerhalb des hydrophoben Clusters, sowie eine Thioamid-Substitution 
in einer nicht-gebundenen Position innerhalb des loops. Für zukünftige Untersuchungen des 
Einflusses der regioselektiven Thionylierung von Amiden in -hairpin Peptiden könnte eine 
mehrfache Thionylierung innerhalb des Wasserstoffbrücken-Netzwerks erfolgen. Auch sollte 
der Einsatz unter automatisierten Mikrowellen-Bedindungen der entsprechenden Fmoc-Thio-
Benzotriazolide untersucht werden, da dies den Zeitaufwand der Synthese erheblich 
reduzieren würde. Eine weitere Möglichkeit aktiv in das Bindungsmuster von 
Wasserstoffbrücken einzugreifen ist der Einsatz von N-methylierten Aminosäuren, über deren 
Einsatz nachfolgend berichtet wird. 
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4.6 N-Methylierung im hairpin-Motiv 
 
Zur Darstellung von N-methylierten Amiden in Peptiden sind generell zwei 
Reaktionsprinzipien bekannt, die in Schema 4-4 dargestellt sind. In der von Kessler et al. 
beschriebene Methode wird zunächst die Peptidsequenz unter Standardbedingungen bis zum 
Fmoc-entschützten Amin, welches methyliert werden soll, synthetisiert.
[174]
 Anschließend 
wird dieses freie Amin mit o-NsCl versetzt, um das Amin nukleophil für eine Mitsunobu-
Reaktionzu aktivieren.
[174,175]
  Die Mitsunobu-Reaktion erfolgt unter gewöhnlichen 
Bedingungen mit Methanol oder Methyliodid als Methylierungsreagenz.
[174,176]
 Die 
anschließende Entschützung des alkylierten Amins erfolgt in einer nukleophilen aromatischen 
Substitution mit Ethanthiol und DBU als Base. Es wird das methylierte, sekundäre Amin 
erhalten, welches daraufhin acyliert werden kann. Vorteil dieser Methode ist, dass 
gewöhnliche, kommerziell erhältliche Fmoc-Derivate der proteinogenen Aminosäuren zum 
Einsatz kommen, es ist also keinerlei Synthese in Lösung zuvor erforderlich. Nachteilig ist 
dabei, dass die Mitsunobu-Reaktion am polymeren Träger nicht immer vollständigen Umsatz 
liefert, was bei Synthesen von Peptiden mit mehreren N-methylierten Aminosäuren 
problematisch wird. Auch die Entschützung des nosylierten -Amins unter stark basischen 
Bedingungen kann außerdem zur Epimerisierung des Stereozentrums führen.
[177,178]
 In der 
zweiten bekannten Methode wird die entsprechende N-methylierte, Fmoc-geschützte 
Aminosäure zunächst in Lösung dargestellt, bevor diese in der Peptidsynthese eingesetzt wird. 
Die Synthese erfolgt dabei ausgehend von der entsprechenden -Fmoc-geschützten 
Aminosäure, welche zunächst durch säurekatalysierte Umsetzung mit Paraformaldehyd in das 
5-Oxazolidinon überführt wird. Dieses wird anschließend reduktiv unter sauren Bedingungen 
mit Trifluoressigsäure und Triethylsilan geöffnet, sodass daraus die Fmoc-geschützte N-
methylierte Aminosäure resultiert, welche unmittelbar in der automatisierten Peptidsynthese 
eingesetzt werden kann.
[179,180]
 Problematisch wird diese Route dann, wenn die N-
methylierten Derivate von Aminosäuren dargestellt werden sollen, welche säurelabile 
Schutzgruppen in der Seitenkette tragen. Für Asn und Gln mit einer Trityl-Schutzgruppe in 
der Seitenkette kann diese Methode erfolgreich angewendet werden. Hydroxy-Aminosäuren 
müssen temporär Acetyl-geschützt werden, für Histidin eignet sich die Dinitrophenyl-
Schützung und für Cystein wurde der entsprechende Benzyl-Thioether erfolgreich in die 
Fmoc-geschützte, N-methylierte Aminosäure überführt. Alle weiteren N-methylierten 
Derivate der proteinogenen Aminosäuren, welche eine säurelabile Seitenketten-Schutzgruppe 
trage , müssen bei dieser Route ausgehend von entsprechenden Precursorn, wie beispielsweise 
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Glutaminol, oder Aspartinol synthetisiert werden, was ein großer Nachteil dieser Methodik 
ist. Für alle weiteren seitenketten-ungeschützten Aminosäuren kann diese Methode 
problemlos angewandt werden. In der Regel wird die entsprechend N-methylierte Aminosäure 
in ca. 80% Ausbeute über beide Stufen erhalten.
[179,180]
 
 
Schema 4-4: Synthetische Strategien zur Darstellung N-methylierter Peptide: Nach Kessler et al. kann die 
Methylierung an der festen Phase erfolgen, indem eine Peptidsequenz bis zur gewünschten 
Methylierungsposition 34 synthetisiert wird. Anschließend wird das entsprechende Amin zu 35 nosyliert, in 
einer Mitsunobu-Reaktion methyliert 36 und entschütz  37. Die alternative Darstellungsweise ist die Synthese 
der Fmoc-geschützten N-methylierten Aminosäure über die 5-Oxazolidinon-Methode. Hierbei ist man bei den 
proteinogenen Aminosäuren auf den Einsatz von Aminosäuren ohne säurelabile Schutzgruppen in der 
Seitenkette angewiesen. Die entsprechend Fmoc-geschützte Aminosäure 38 wird zunächst in das 5-
Oxazolidinon 39 überführt, bevor dieses sauer reduktiv zur Fmoc-geschützten N-methyl Aminosäure 40 
gespalten wird. 
Der erhöhte sterische Anspruch von monomethylierten Aminen gegenüber den nicht 
alkylierten Analogen, sowie die etwas erhöhte Basizität führen zu einer geringeren Reaktivität 
in Acylierungsreaktionen.
[181,182]
 Unter Standard-Kupplungsbedingungen wird daher in der 
Regel für die Acylierung einer N-methylierten Aminosäure kein vollständiger Umsatz 
beobachtet, was den Einsatz von reaktiveren Kupplungsreagenzien notwendig macht. Neben 
den klassischen Onium-Salz-basierenden Reagenzien
[183]
 wurden Halogenpyrrolidino-
phosphonium-Hexafluorophosphate (PyBroP/PyCloP)
[184]
, Phosgen
[177,185]
 und auch 
Tetramethylfluoroamidinium-Hexafluorophosphat (TFFH)
[186]
 als effektive Kupplungs-
reagenzien für N-methylierter Peptide beschrieben. Aktuelle Literatur beschreibt den Einsatz 
von Mikrowellenstrahlung in der Synthese N-methylierter Peptide in Abhängigkeit der 
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jeweiligen Peptidsequenz, sodass je nach dem gewählten Programm für die 
Mikrowellenstrahlung sehr gute Umsätze für die Darstellung der N-methylierten Peptide 
erhalten werden können.
[187]
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei N-methylierte Peptide als Mutation des-hairpin 
Peptids P2 dargestellt. Da die beiden korrelierten Glycine in i und i+3 ein besonderes 
Merkmal dieser Struktur sind, wurde in den beiden dargestellten Peptiden P15 und P16 
einmal ausschließlich Gly
9
 und einmal beide Positionen zum Sarkosin (Sar, N-Methyl-Gly) 
mutiert. Die N-Methylierung betrifft daher in beiden Peptiden unmittelbar eine 
Wasserstoffbrückenbindung. Die Synthese dieser Peptide erfolgte durch den Einsatz von 
Fmoc-Sar-OH 40 in der automatisierten Peptidsynthese. Fmoc-Sar-OH 40 wurde über die 5-
Oxazolidinon-Methode nach Aurelio et. al. synthetisiert.
[180]
 Die beiden Sequenzen der 
dargestellten N-methylierten Peptide sind in Abbildung 4-29 gezeigt. 
 
Abbildung 4-29: Struktur der dargestellten, N-methylierten Peptide P15 und P16: Durch die N-Methylierung 
einer wasserstoffbrücken-gebundenen Position wird aktiv in das vorliegende Netzwerk aus Wasserstoffbrücken 
von -hairpin Peptiden eingegriffen. 
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Die Sequenzierung von N-methylierten -hairpin Peptiden kann, falls sich die Methylgruppe 
in einer identischen Position im Vergleich zum Amidproton in der nicht-methylierten Struktur 
befindet, nahezu analog zum sequential walk erfolgen. Der NOE-Kontakt zwischen His
8
--
CH zur Methylgruppe von Sar
9
 entspricht dabei dem sequenziellen Kontakt. Die weiteren 
NOE-Kreuzsignale von der Methylgruppe zum Sar
9
--CH2 und dessen darauffolgender 
sequenzieller NOE zu His
10
-NH lassen die vollständige Sequenzierung von N-methylierten 
Peptiden zu (Abbildung 4-30). 
 
Abbildung 4-30: Befindet sich die Methylgruppe in einem -hairpin-Peptid in einer räumlichen Orientierung, 
die der des Amidprotons in der entsprechenden nicht-methylierten Struktur entspricht, so kann der NOE-Kontakt 
vom -Proton der davorliegenden Aminosäure zur Methylgruppe zur Sequenzierung genutzt werden. Da das 
Spinsystem der N-methylierten Aminosäure durch den tertiären Stickstoff untergebrochen wird, kann das 
entsprechende -Proton über das NOESY-Spektrum identifiziert werden. 
Eine weitere Herausforderung beider der strukturellen Charakterisierung von N-methylierten 
Peptiden ist die auftretende cis/trans-Isomerie des tertiären Amids, so gibt es potentiell 2
n
 
Konformere mit n methylierten Positionen. 
Abbildung 4-31 zeigt den Amidbereich der 
1
H-NMR-Spektren der beiden N-methylierten 
Peptide P15 und P16 im Vergleich mit dem nicht methyliertem Analogon P2. 
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Abbildung 4-31:  Amidbereich der 
1
H-NMR-Spektren (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0) der 
beiden N-methylierten Peptide P15 und P16 im Vergleich mit P2. Während das monomethylierte Peptide P15 zu 
10% einen zweiten Signalsatz aufgrund der cis/trans Isomerie des teritären Amids zeigt, werden im zweifach 
methylierten Peptide aufgrund der doppelten cis/trans Isomerie beider tertiäre Amide mehrere Signalsätze 
erhalten. 
In Abbildung 4-31 wird deutlich, dass die einfache Methylierung von Gly
9
 von der 
Sekundärstruktur toleriert wird, während die doppelte Methylierung in den Positionen Gly
6
 
und Gly
9 
die Faltungspopulation reduziert. Die Wasserstoffbrücken-Bindungen in diesen 
beiden Positionen befinden sich im eif5a-Anteil der designten Strukturen und sind damit 
entscheidend für die Ausbildung der Sekundärstruktur. Im Spektrum des doppelt methylierten 
Peptids P16 werden mehrere Signalsätze deutlich, welche aus der Anwesenheit zweier 
tertiärer Amide resultieren. Die genaue Anzahl von vier theoretisch erwarteten Signalsätzen 
kann nicht eindeutig verifiziert werden. Die chemische Verschiebung von Leu
12
 -CH3 ist im 
Zuge der zweifachen Methylierung in P16 mit -0.10 ppm im Vergleich zu -0.27 ppm in P2 
deutlich ins Tieffeld verschoben, was eine deutliche Reduktion der Faltungspopulation 
bestätigt. Im einfach methylierten Peptid P15 liegt die chemische Verschiebung dieses 
Signals ebenfalls bei -0.27 ppm, was mit dem nicht-methylierten Peptid P2 identisch ist. Für 
das zweifach methylierte Peptid wird anhand der Leu -CH3 chemischer Verschiebung eine 
reduzierte Faltungspopulation von 83% erhalten. Das einfach methylierte Peptid P15 zeigt 
zudem keine Auffälligkeiten in den Temperaturgradienten der amidischen Protonen im 
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Vergleich zum nicht-methylierten Peptid P2. Die Temperaturkoeffizienten dieser beiden 
Peptide sind in Abbildung 4-32 gezeigt. 
 
Abbildung 4-32:  Temperaturgradienten der amidischen Protonen des Peptids P16 im Vergleich mit dem mono-
methylierten Peptid P15: Es ist keine signifikante Änderung in den Temperaturgradienten erkennbar. 
Aus den Daten der N-methylierten Peptide P15 und P16 konnte in diesem Abschnitt gezeigt 
werden, dass der hydrophobe Cluster in der Lage ist, selbst einen aktiven Eingriff in das 
Netzwerk aus Wasserstoffbrücken zu überkompensieren. Bei der Einführung zweier N-
methylierter Aminosäuren hingegen wird die Faltungspopulation deutlich reduziert. 
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4.7 Variation des Anteils des hydrophoben Clusters 
 
Um zu untersuchen, welchen Einfluss die Größe des hydrophoben Clusters bzw. welche 
Wechselwirkungen innerhalb des hydrophoben Clusters zur Stabilisierung der loop-Struktur 
notwendig sind, wurde eine Serie von Peptiden synthetisiert, bei welchen schrittweise der 
Anteil an Cluster-Aminosäuren reduziert wurde. Aufgrund der Tatsache, dass -hairpin-
Peptide immer alternierende Aminosäure-Paare in Wasserstoffbrücken-gebundenen bzw. 
nicht-Wasserstoffbrücken-gebundenen Positionen aufweisen, wurde diese Reduktion immer 
in Paaren von zwei Aminosäuren gegenüberliegend auf den -Strängen vorgenommen. 
Tabelle 4-2 zeigt diese Sequenzen.
[188]
 
Tabelle 4-2: Sequenzen der Peptidserie dieser Studie und ihrem relative eif5a-loop-Anteil. 
Peptid Sequenz Rel. Anteil eif5a  
P17 [dsb
1,14
][dsb
5,10
]H-CHWECGKHGCKLVC-OH 29% 
P2 [dsb
1,14
]H-CHWETGKHGHKLVC-OH 43% 
P18 [dsb
1,14
]H-CHWKTGKHGHALVC-OH 57% 
P19 [dsb
1,14
]H-CHSKTGKHGHAKVC-OH 71% 
P20 [dsb
1,14
]H-CTSKTGKHGHAKCC-OH 86% 
P1 H-STSKTGKHGHAKCH-OH 100% 
 
Interessant im Vergleich zum bereits zuvor charakterisierten Monodisulfid-Peptid P2 ist die 
Struktur von Bidisulfid-Peptids P17. Bei diesem Peptid wurde unmittelbar vor der turn-
Region ein weiteres Disulfid durch den Einbau zweier Cysteine installiert, was die Frage 
aufwirft, inwiefern diese zusätzliche Restriktion die Struktur des Peptids zusätzlich 
stabilisiert. In Abbildung 4-33 sind Ausschnitte der Amidbereiche der 
1
H-NMR-Spektren 
dieser beiden Peptide gezeigt. Es wird deutlich, dass sich die Dispersion im amidischen 
Bereich im Bidisulfid-Peptid P17 nicht maßgeblich verändert im Vergleich zum 
Monodisulfid-Peptid P2. Auch die Dispersion der beiden Glycine erfährt keine Änderung, 
lediglich eine Kopplung für Gly
6
 ist im Tetrasulfid-Peptid P17 nicht mehr sichtbar. Die 
Temperaturgradienten im Tetrasulfid zeigen gegenüber dem Disulfid keine signifikanten 
Änderungen. Wird die Faltungspopulation durch den ACS-Wert angegeben, so wird eine 
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geringere Population von 91% für das Bidisulfid-Peptid P17 erhalten (Monodisulfid-Peptid 
als 100%-Referenz).  
 
Abbildung 4-33:  Amidbereich der 
1
H-NMR-Spektren (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1) der Peptide 
P2 und P17 im Vergleich. 
Zusätzlich kann im Zuge dieser Serie die Hochfeldverschiebung von Leu
12
--CH3 nicht 
uneingeschränkt als Merkmal zur Strukturierung des Peptids genutzt werden, da im Zuge der 
Reduktion des relativen Anteils des hydrophoben Clusters bei eif5a-Anteilen größer 71% 
diese Aminosäure zum entsprechenden Lys
12
 aus der eif5a-Sequenz mutiert wird. Es kann 
dabei beobachtet werden, dass bei schrittweiser Erhöhung des eif5a-Epitop-Anteils die 
chemische Verschiebung von Leu
12
--CH3 einen deutlichen Shift ins Tieffeld erfährt, wobei 
die chemische Verschiebung in Peptid P18 schon einem Wert entspricht, der mit tabellierten  
random-coil Verschiebungen übereinstimmt.
[155]
 In Abbildung 4-34 sind die chemischen 
Verschiebungen der Peptide P17-P20 für Leu
12
--CH3 in einem Säulendiagramm dargestellt. 
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Abbildung 4-34:  Chemische Verschiebung von Leu
12
--CH3 in Abhängigkeit des relativen Anteils an eif5a-
Aminosäuren an der Gesamtstruktur. Während für das Bidisulfid P17 (29%) und das entsprechende 
Monodisulfid P2 (43%) noch negative chemische Verschiebungen verzeichnet werden, ähnelt die letzte Leu-
haltige Struktur in P18 (57%) schon sehr stark einer ungeordneten random-coil-Struktur. 
Da die Erhöhung des eif5a-Epitop-Anteils die Mutation von Leu
12
 zu Lys
12
 erfordert, müssen 
weitere Parameter zur Quantifizierung der Faltungspopulation angewendet werden. Da bereits 
die Mutation von Glu
4
/Lys
11 
zu Lys
4
/Ala
11
 in P18 den ACS-Wert von 
quantitativ (Referenzwert) auf 16% reduziert, kann dieser Parameter auch nicht weiterführend 
genutzt werden, um eine Aussage über Faltungspopulationen treffen zu können. 
Weitergehend kann die Dispersion der amidischen Protonen betrachtet werden, welche in 
Abbildung 4-35 dargestellt ist. 
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Abbildung 4-35:  Dispersion der amidischen Protonen in Abhängigkeit des relativen Anteils an eif5a-
Aminosäuren an der Gesamtstruktur. Es wird deutlich, dass die Reduktion des hydrophoben Cluster-Anteils zu 
einer Destabilisierung der Struktur führt, sodass bereits bei 71% die Amiddispersion der dargestellten Peptide in 
etwa der Dispersion der nativen eif5a-Sequenz (100%) entspricht. 
Es wird deutlich, dass die Amiddispersion bis hin zu P19 mit 71% eif5a-Anteil kontant 
abnimmt, während in den darauffolgenden Mutationen keine sichtbare Änderung der 
Dispersion mehr erkennbar ist. Die Werte für die Peptide P19 und P20 entsprechen dabei dem 
nativen, komplett ungefalteten eif5a-Peptid P1. Ein analoger Trend kann bei Betrachtung der 
Glycin-Dispersion erhalten werden (Abbildung 4-36).  
Aus den hier durchgeführten Studien kann geschlossen werden, dass bereits die Mutation des 
ersten Aminosäure-Paares aus dem hydrophoben Cluster einen Einfluss auf die 
Faltungspopulation hat. Eine Gewichtung dieser Beobachtung ist auf Basis der diskutierten 
Parameter nur bedingt möglich. Da Leu
12
 im Zuge der Mutationen ausgelöscht wird, kann nur 
noch die Glycin-Dispersion als Anhaltspunkt zur Quantifizierung der Faltungspopulation 
genutzt werden (Abbildung 4-36). Nimmt man dabei das komplett ungefaltete Peptid P1 ohne 
Glycin-Dispersion und P2 als Referenzwerte, so wird bei der Mutation von 57% (P18) auf 
71% (P19) relativer eif5a-Anteil die Faltungspopulation von einer quantitativen Faltung auf 
15% reduziert. Um eine möglichst hohe Faltungspopulation zu gewährleisten, wurde im 
Rahmen dieser Arbeit weitergehend der hydrophobe Cluster in seiner kompletten Sequenz als 
stabilisierendes Element genutzt, um die loop-Sequenz des eif5a-Proteins in einer 
Vorzugskonformation darzustellen. 
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Abbildung 4-36:  Glycin-Dispersion in Abhängigkeit des relativen Anteils an eif5a-Aminosäuren an der 
Gesamtstruktur.  Es ist ein analoger Trend zur Amiddispersion erkennbar: Die Reduktion des hydrophoben 
Clusters führt zu einer Destabilisierung der Struktur, wobei die Struktur bei Mutation des Trp
3
-Leu
12
-
Aminosäure-Paareskollabiert.  
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4.8 pH-Abhängigkeit der Faltung des -hairpins 
 
Da die Sequenz des Peptids P2 nachfolgend in den biologischen Studien angewendet wird, 
wurde die pH-Wert-Abhängigkeit der Faltung dieses Peptids untersucht. Bisherige 
strukturelle Analysen wurden bei pH 3 durchgeführt wurden, woraus noch nicht gefolgert 
werden kann, wie sich das Peptid unter den pH-neutralen Bedingungen der 
Durchflusszytometrie strukturell verhält. Dazu wurde in etwa immer die gleiche Menge des 
aufgereinigten und oxidierten Peptids P2 in Phosphatpuffer (pH 3.0 bis pH 7.0 in 
0.5 Einheiten, 9:1 D2O, TSP) gelöst und NMR-spektroskopisch untersucht. Hierzu wurde 
immer eine neue Probe angesetz, da bei dem Einsatz der immer identischen Probe, bei 
welcher der pH-Wert durch die Zugabe entsprechender Salze bzw. Salzlösungen eingestellt 
wird, ein hoher Salzgehalt in der Probe erzeugt wird. Dies erschwert die Optimierung des 
äußeren Magnetfelds in der NMR-spektroskopischen Messung, was oft in großen 
Halbwertsbreiten der Signale resultiert. Ausschnitte aus dem Amidbereich bei verschiedenen 
pH-Werten sind in Abbildung 4-37 gezeigt. Es wird deutlich, dass sich die gesamte 
Dispersion der Amidsignale im Zuge der Erhöhung des pH-Wertes nur unwesentlich ändert, 
sodass auf der Basis dieses Parameters gefolgert werden kann, dass sich die 
Faltungspopulation des Peptids im Zuge der pH-Wert-Änderung nicht maßgeblich verändert. 
Bei Betrachtung der einzelnen Signale erfährt das Amidproton von Cys
14
 im Zuge der 
Erhöhung des pH-Wertes einen starken Hochfeld-Shift beim Sprung von 3.0 auf 5.0, was 
damit erklärt werden kann, dass bei etwa einem pH-Wert von 4.7 der pKs-Wert der freien 
Carbonsäure überschritten wird. His
2
-NH ist bei pH-Werten größer als 5.5 nicht mehr 
sichtbar, was für weitere Amide ebenso der Fall ist, da bei einem pH-Wert von 7.0 nur noch 
zehn der 13 Amide sichtbar sind. Die Signale für His
2
 und die beiden turn-Aminosäuren 
Lys
7
und His
8
 sind nicht mehr sichtbar. 
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Abbildung 4-37:  Amidprotonen (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0) des Peptids P2 in 
Abhängigkeit des pH-Wertes: Es wird deutlich, dass sich die Amiddispersion im Zuge der Erhöhung des pH-
Wertes nicht maßgeblich ändert, weshalb von keiner signifikanten Änderung der Faltungspopulation 
ausgegangen werden kann, sodass Peptide dieser Grundstruktur in den biologischen Experimenten eingesetzt 
werden können und das entsprechend detektierte biologische Signal unter Annahme ähnliche Koformationen mit 
der Sekundärstruktur des Peptids korreliert werden kann. 
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4.9 Das KH-turn Motiv im Vergleich mit bekannten turn-Motiven 
 
Lys und His in den turn-Positionen i+1 und i+2 sind für -hairpin-Peptide sehr 
ungewöhnlich und neben dem bereits beschriebenen doppelten Gly-Motiv ein markantes 
Strukturmerkmal des eif5a-Proteins. Um die Stabilität und die strukturellen Eigenschaften 
dieser Sequenz im Kontext der Flankierung von zwei flexiblen Glycin-Einheiten in den 
Positionen i und i+3 zu untersuchen, wurde eine Serie von Peptiden synthetisiert, bei welchen 
die Aminosäuren in den Positionen 7 und 8 durch entsprechende, in -hairpin Strukturen 
bekannte und etablierte Dipeptid-Einheiten ersetzt wurden. Neben den bereits im Kapitel 4.2 
beschriebenen D-konfiguierten Aminosäuren in P3 und P4, wurden Peptide mit Asn
7
-Gly
8
 
P23 und phe
7
-Pro
8
-turn P21 synthetisiert.
[189,190]
 phe
7
-Pro
8
 ist häufig in II´-turn Regionen zu 
finden.
[191–194]
 Zusätzlich wurde das in der Arbeitsgruppe Geyer entwickelte Dipeptid-
Mimetikum Hot
7
=Tap
8
 in P24 verwendet.
[195]
 Aufgrund der zwei kovalent-zyklischen 
Bindungen sind nur bestimmt - und -Winkel möglich, was darin resultiert, dass Hot=Tap 
zur Induktion von II´-turns neigt.[196–198] Auch das von Nowick et al. entwickelte flexible 
Dipeptidmimetikum, bei welchem die Dipeptid-Einheit aus der Seitenkette eines D-Ornithins 
besteht, wurde in P22 eingesetzt.
[199]
 Die Strukturen sind in Abbildung 4-38 gezeigt.
[188]
 
 
Abbildung 4-38:  Darstellung der eif5a-Peptide mit Variation der turn-Aminosäuren. 
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Die NMR-spektroskopische Auswertung dieser Peptide ist in Abbildung 4-39 
zusammengefasst. 
 
Abbildung 4-39:  NMR-spektroskopische Daten der Peptide mit turn-Mutationen. Die entsprechenden 
Faltungspopulationen sind mit folgenden Referenzwerten berechnet: (NH) und (G6-G9) – Dispersion von 
P2 und 0 ppm als Referenz.  (L12 -CH3): P2 und random coil-Wert nach Wishart als Referenz. 
Es wird deutlich, dass der natürliche Lys
7
-His
8
-turn (blau) in P2 eine hohe Amiddispersion 
aufweist, die nur vom in der Natur häufig vertretenen phe
7
-Pro
8
-Moti  P21 übertroffen werden 
kann. D-Aminosäuren werden sehr unterschiedlich toleriert: Während lys
7
-His
8
 P3 mit 1.40 
ppm eine akzeptable Amiddispersion und eine geringe Glycin-Dispersion aufzeigt, fallen 
beide Werte für Lys
7
-his
8
 P4 deutlich, sodass die i+2 in diesem Fall eine D-Aminosäure 
weniger toleriert. Im Vergleich von Asn
7
-Gly
8
 P23 zu Hot=Tap
7/8
 P24 wird deutlich, dass 
beide Peptide zwar eine ähnliche Dispersion für die Amidprotonen aufzeigen, sie sich jedoch 
in der Glycin-Aufspaltung signifikant unterscheiden. Dies ist besonders für das Asn
7
-Gly
8
-
Peptid P23 überraschend, da der turn-Bereich dieses Peptids durch insgesamt drei Glycin-
Einheiten aufgespannt wird. Gly erweist sich in -turns besonders in der i+2-Positionen als 
günstig, da hier die Wechselwirkung zwischen der Seitenkette und dem Carbonylsauerstoff 
der Peptidbindung verhindert wird. Das -turn Mimetikum Hot=Tap7/8 in P24 zeigt eine hohe 
Amiddispersion, während die Diskriminierung beider Glycine deutlich reduziert wird, was 
82 4. Design der eif5a basierten -hairpin Peptide 
 
 
damit erklärt werden kann, dass sich in diesem Peptid ein sehr starres Dipeptid-Mimetikum 
mit einer geringen Anzahl an Freiheitsgraden im turn-Bereich befindet und über die beiden 
flexiblen Glycin-Einheiten wird dieser Bereich, ähnlich wie ein Scharnier, vom hydrophoben 
Cluster entkoppelt, was sich in einer schnellen, ungerichteten Bewegung der Glycine und 
einer daraus resultierenden mittleren chemischen Verschiebung kenntlich macht. Wie erwartet 
zeigt das von Nowick et al.
[199–202]
 eingesetzte, flexible Dipeptid-Mimetikum D-Orn
7/8
 in P22, 
bei welchem die Peptidkette über die Ornithin-Seitenkette fortgesetzt wird, zeigt eine 
geringere Amiddispersion und auch nur eine geringe Aufspaltung der beiden Glycine, sodass 
diese flexible turn-Einheit in Kombination mit den beiden Glycinen viele Freiheitsgrade 
bietet, die die turn sehr beweglich werden lassen. Bei Betrachtung der Leu
12
 -CH3 Signale in 
allen Peptiden wird deutlich, dass deren chemische Verschiebungen sich nur unwesentlich 
ändern, was dafür spricht, dass sich in allen Strukturen der hydrophobe Cluster sehr gut 
ausbildet und sich daher nahezu unabhängig von der turn-Sequenz verhält.  
Zur weiteren Strukturanalyse dieser Peptide wurden temperaturabhängige 
1
H-NMR-Spektren 
aufgezeichnet und der Temperaturgradient bestimmt, welcher Information zum Netzwerk aus 
Wasserstoffbrücken bietet. Die Temperaturkoeffizienten der Amidprotonen der Peptide sind 
in Abbildung 4-40 zusammengefasst. 
 
Abbildung 4-40:  Temperaturkoeffizienten der turn-modifizierten Peptide P21-P24: Es wird deutlich, dass die 
Variation der turn-Aminosäuren in den Positionen i+1 und i+2 ausschließlich die Temperaturgradienten im 
turn-Bereich beeinflusst, während sich die Koeffizienten für die Cluster-Amidprotonen sich nicht signifikant 
verändern. 
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Bei Betrachtung der Tempreaturkoeffizienten wird deutlich, dass die Variation der turn-
Sequenz keinen signifikanten Einfluss auf die der Amide des hydrophoben Clusters hat. 
Starker Einfluss hingegen wird für die Koeffizienten der Amidprotonen in unmittelbarer 
Umgebung des turns beobachtet. Während für die Aminosäuren in i+1 und i+2 hohe 
Koeffizienten erhalten werden, da sich deren Amidprotonen nicht aktiv in einem Netzwerk 
aus Wasserstoffbrücken-Bindungen befinden, reagieren die beiden Glycin-Amide in den 
Positionen i und i+3 sehr sensitiv auf die durchgeführten Mutationen.  
Bei genauerer Betrachtung kann dabei die Beobachtung aus Abbildung 4-41 verifiziert 
werden: Bei großer Glycin-Dispersion, wie beispielsweise im Lys
7
-His
8
-Peptid P2, werden 
vergleichsweise geringe Temperaturkoeffizienten erhalten, da die Amidprotonen in 
Wasserstoffbrücken eingebunden sind. Bei geringerer Dispersion der Glycine im D-Orn
7/8
-
Peptid P22 steigen die Werte für die Temperaturkoeffizienten der beiden Gly-Amide deutlich 
an, weil die turn-induzierenden Eigenschaften durch die flexible Ornithin-Seitenkette 
verringert werden. Diese beiden Glycin-Einheiten entkoppeln also durch ihre eigene 
Beweglichkeit den starren Riegel des hydrophoben Clusters von der turn-Sequenz. Durch 
Mutation der turn-Aminosäuren wird also unmittelbar die Flexibilität und Beweglichkeit des 
loops beeinflusst. In Abbildung 4-41 sind die Temperaturkoeffizienten der Glycine gezeigt. 
 
Abbildung 4-41:  Temperaturkoeffizienten der Glycin-Amide in den turn-modifizierten Peptiden. 
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4.10 Vergrößerung des -hairpins 
 
Da die Variation des Anteils des hydrophoben Clusters im Abschnitt 4.7 zeigt, dass der Anteil 
der eif5a-Sequenz nicht beliebig variiert werden kann ohne das die Sekundärstruktur 
kollabiert, wurden die Peptidsequenzen verlängert, sodass bei einer gleichbleibenden Anzahl 
an Aminosäuren des hydrophoben Clusters der eif5a-Anteil verändert werden kann. Das 
Design dieser Peptide ist in Abbildung 4-42 gezeigt.
[188]
 
 
Abbildung 4-42:  Struktur-Design zur Vergrößerung des eif5a-Anteils (blau) ohne signifikante Variation des 
Anteils des hydrophoben Clusters (gelb). Als Referenzverbindung ist das bereits beschriebene 14-Aminosäure- 
Disulfid-Peptid P2aufgeführt.  
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NMR-spekoskopische Analyse der Peptide mit 18 Aminosäuren zeigt, dass im Peptid P26 
sowohl Amid- als auch Glycin-Dispersion im Vergleich zu P2 verringert sind. Weiterhin 
reagiert auch die Leu-Seitenkette auf die Vergrößerung der Peptidstruktur, was anhand der 
Tieffeldverschiebung von Leu
12/16
--CH3 deutlich wird. Aus diesem Grunde wurde 
untersucht, inwieweit die Installation eines zweiten intramolekularen Disulfids die Struktur 
P27 stabilisiert. Dafür wurden die Aminosäuren Ser
5
 und Lys
14
 durch zwei Cysteine ersetzt 
wie zuvor zum Disulfid oxidiert. Durch die zusätzlich eingefügte Restriktion der Struktur 
durch dieses Disulfid konnten beide Dispersionswerte erhöht werden und auch Leu
16
--CH3 
zeigt eine erhebliche Hochfeldverschiebung im Vergleich zum einfachen Disulfid P25 
(Abbildung 4-43). 
 
Abbildung 4-43:  NMR-spektroskopische Analyse der 18 Aminosäure-haltigen Peptide P26 und P27 im 
Vergleich zu P2. Durch die Installation eines zweiten Disulfids wird eine zusätzliche Stabilisierung der Struktur 
erhalten. Im Zuge der Installation des zweiten Disulfids wird die Faltungspopulation von 89% auf 95% erhöht 
(Leu -CH3). 
Die daraus resultierende Strategie, bei einem Zusammenbruch der Struktur im Zuge einer 
Erhöhung des eif5a-Anteils in immer größer werdenden Peptiden durch die Installation eines 
weiteren Disulfids im hydrophoben Cluster in einer nicht-Wasserstoffbrücken-gebundenen 
Position zu stabilisieren, wurde auf die nächstgrößere Peptid-Einheit von 22 Aminosäuren in 
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P28 übertragen. Dabei kommt es durch die vorgegebene Sequenz des eif5a-Anteils zur 
synthetischen Herausforderung, dass Peptid P28 mit insgesamt 12 eif5a-Aminosäuren 
insgesamt fünf Cystein-Einheiten umfasst. Dabei befinden sich zwei Cys-Einheiten in 
unmittelbarer Nachbarschaft in den Positionen 17 und 18, wobei aber nur die Ausbildung der 
Disulfid-Brücke zwischen Cys
5
 und Cys
18
 die erwartete Stabilisierung aufgrund der hairpin-
Periodizität erbringen sollte. Die Regioselektivität der durchgeführten Oxidation konnte 
dadurch nachgewiesen werden, dass sich die 
13
C-Verschiebungen einer Cystein -
Methylengruppe maßgeblich von einer Oxidierten unterscheiden. Die Identifikation dieser 
Methylen-Einheiten erfolgte im HSQC-Spektrum (Abbildung 4-44). 
 
Abbildung 4-44:  HSQC-Spektrum (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1) von Peptid P28: Nach 
sequential walk konnten die diastereotopen Methylengruppen eindeutig zugeordnet werden, was die Idenfikation 
der reduzierten Cys
17
-Seitenkette bestätigte. 
Zusätzlich zu dem oben gezeigten Nachweis wurde Mutation C
17
S P29 dieses Peptids 
synthetisiert, was keine Nebenreaktion erlaubt. Im Vergleich der Amidbereiche der 
1
H-NMR-
Spektren der Peptide mit Cys
17
 P28 bzw. Ser
17
 P29 wird deutlich, dass beide Spektren nahezu 
identische Dispersion und Signallagen aufweisen, sodass bestätigt werden kann, dass sich 
regioselektiv hierbei nur das gewünschte Disulfid ausgebildet hat (Abbildung 4-45). 
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Abbildung 4-45:  NMR-spektroskopische Analyse (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1) der 22er 
Peptide P28 und P29: Anhand der  NMR-spektroskopischen Daten kann die regioselektive Disulfid-Oxidation 
zur gewünschten Struktur nachgewiesen werden.   
Um zu beweisen, dass es sich hier noch immer um das freie Thiol in der Seitenkette handelt, 
wurde eine Succinimid-Thioether-Ligation angewendet (Abbildung 4-46a).
[203–206]
 Hierzu 
wurde ein N-terminal Maleimid-funktionalisiertes Dipeptid 28a im NMR-Rohr mit Peptid 28 
umgesetzt. Aufgrund der Addition des Thiols an das Maleimid entstehen zwei diastereomere 
Peptide (Abbildung 4-46b), welche dann im 
1
H-NMR-Spektrum zwei unterschiedliche 
Signalsätze liefern (Abbildung 4-46c). 
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Abbildung 4-46: a: Syntheseschema der Maleimid-Thioether-Ligation. b: Addition eines Maleimid-
funktionalisierten Dipeptids P28a an das -hairpin-Peptid P28, was in zwei diastereomeren Peptiden P28b 
resultiert. c: NMR-spektroskopische Auswertung (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1) beider 
diastereomeren Peptide.  
Auch in der massenspektrometrischen Analyse kann das Additionsprodukt eindeutig 
nachgewiesen werden. Weiterhin wurde versucht mit einem Maleimid-funktionalisiertem 
Farbstoff (Fluorescein-5-Maleimid, F5M) die Addition mittels UV-Vis nachzuweisen. Dabei 
wurde in Testreaktionen mit reduziertem Glutathion festgestellt, dass in der Größenordnung 
der UV-relevanten Konzentrationen ein ca. 2000-facher Überschuss an Thiol vorgelegt 
werden muss, um einen quantitativen Umsatz zu erhalten. Aufgrund der begrenzten Menge 
des vorhandenen Peptids wurde dies nicht weiter verfolgt.  
Durch die erfolgreiche Synthese der Peptide 28, die sich in ihrem Anteil des eif5a-Epitops, 
nicht jedoch in der Größe des hydrophoben Clusters unterscheiden, konnte gezeigt werden, 
dass diese Strategie auch für weitere -hairpin Epitop-Stabilisierungen verwendet werden 
kann. Auch die Einführung eines zweiten Disulfids hat bei immer größer werdenden loop-
Strukturen einen stabilisierenden Effekt. Bei Peptiden mit mehr als 22 Aminosäuren konnte 
aufgrund der geringen Löslichkeit in Wasser keine Aufreinigung und Strukturanalyse mittels 
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NMR-Spektroskopie durchgeführt werden. Der Nachweis mittels Maleimid-Thioether-
Addition kann ferner als Ligationsmethode genutzt werden, um das designte eif5a-
Hybridepitop 28 an weitere Strukturen unter physiologischen Bedingungen binden zu können. 
 
4.11 Epitop-Oligomerisierung mittels Metalkomplexierung 
4.11.1 Synthese der Hydroxypyridon-funktionalisierten Aminosäure 
 
Da das eif5a-Protein, wie viele weitere Proteine auch, als Dimer auftritt und auch in dieser 
Form isoliert wurde, wurde eine Methode zur Oligomerisierung des Peptids P2 entwickelt. 
Basis dafür bildete die in der Arbeitsgruppe Geyer entwickelte Aminosäure Hop, deren 
Synthese erstmals in der Dissertation von Timm Diogo beschrieben wurde.
[207]
 Diese 
Aminosäure kann in einer achtstufigen Synthese, ausgehend von einem Glycin-
Phosphonat
[208,209]
 und 5-Formyl-2-methoxypyridin
[210,211]
 dargestellt werden. Die 
Seitenkettenfunktionalität dieser Aminosäure ist sehr ungewöhnlich und weicht deutlich von 
den oft verwendeten Strukturmotiven in der Metallopeptidchemie wie beispielsweise  
2,2-Bipyridin
[212,213]
, 8-Hydroxychinolin
[214]
 oder EDTA/DOTA-Analogen
[215,216]
 ab. N-
Hydroxy-1,2-pyridone (HOPO) sind ein weit verbreitetes Strukturmotiv in der medizinischen 
Chemie. Ihre Anwendung reicht von anti-viraler
[67]
 bis zur anti-fungaler
[217]
 Aktivität. Auch 
sind einige Gd
III
-HOPO-
[216,218–221]
 bzw. Mn
III
-HOPO
[222]
-Hybride als MRT-Kontrastmittel 
beschrieben worden. Ebenso wurde 1,2-HOPO als effektives Kupplungsreagenz in der 
Peptidsynthese bekannt.
[223]
 Die hier angewandte Synthese verwendet eine enzymatische 
Hydrolyse eines -Aminosäuremethylesters als Schlüsselschritt, wobei stereoselektiv über 
nur das L-Isomer des Methylesters hydrolysiert wird, während der D-Ester keinerlei 
Reaktivität zeigt.
[224–227]
 Diese Synthesemethode unterscheidet sich deutlich von den 
bekannten Methoden zur Darstellung unnatürlicher -Aminosäuren, wie beispielsweise 
asymmetrische Strecker-Synthese
[228]
, asymmetrische Rh-katalysierte Hydrierung von -
Dehydroaminosäuren
[229,230]
 oder die Stereoinduktion durch Evans-ähnliche Alkylierung bzw. 
Aziridierung.
[231,232]
 Die hier beschriebene Methode kann vermutlich auf eine breite 
Substratplattform von -arylierten -Aminosäuren angewendet werden.[224,227] Die Synthese 
ist in Schema 4-5 gezeigt.  
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Schema 4-5:  Synthese der enantiomerenreinen Aminosäure Fmoc-L-Hop(tBu)-OH 51 bzw. der racemischen 
Aminosäure Fmoc-DL-Hop(tBu)-OH 50. 
Die Kondensation von Benzylcarbamat mit Glyoxylsäure und anschließende Michaelis-
Arbusov-Reaktion führt zum -Phosphonoglycintrimethylester 41.[208,233] 5-Formyl-2-
methoxypyridin 42 wird durch Bromierung und anschließende Formylierung ausgehend von 
2-Methoxypyridin erhalten.
[210,211]
 In einer Horner-Wadsworth-Emmons-Reaktion wird das 
Olefin 43 durch die Umsetzung von 41 mit 42 erhalten. Das Olefin liegt laut 
1
H-NMR-
Spektroskopie in einem E/Z-Verhältnis von 8:1 vor. Reduktion der olefinischen 
Doppelbindung liefert die racemische -Aminosäure 44.[234–236] Durch Oxidation des Pyridin-
Stickstoffs mit meta-Chlorperbenzoesäure (mCPBA) wird Verbindung 45 erhalten. Durch 
Acylierung des N-Oxids 45 und darauffolgender Methanolyse wird die 1,2-Hydroxypyridon-
Funktionalität der Aminosäure 46 erhalten.
[237,238]
 Diese funktionelle Gruppe muss für die 
Anwendung in der Festphasenpeptidsynthese orthogonal zur Fmoc-Schutzgruppe geschützt 
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werden, sodass das Hydroxypyridon mittels Isobuten und Schwefelsäure mit einer tBu-
Schutzgruppe 47 versehen wird.
[239]
 Die Hydrolyse des Methylesters von 47 mit der Protease 
von Bacillus licheniformis (Alcalase) ist der Schlüsselschritt der Reaktion und liefert die freie 
Carbonsäure des L-Isomers 48, während der D-Ester 49 nicht umgesetzt wird, sodass mittels 
Flüssigextraktion beide Isomere voneinander getrennt werden können.
[224–227]
 Dieser 
Schlüsselschritt wurde hinsichtlich des Enantiomerenüberschuss (ee) von 48 optimiert und die 
besten Ergebnisse können mit 1,4-Dioxan als Cosolvens erhalten werden (Schema 4-6). 
Durch die erneute Umsetzung von 48 zum respektiven L-Methylester 52 lieferte das Substrat 
für die Analyse des Enatiomerenüberschuss mittels chiraler HPLC. Es konnte ein ee von 96% 
bestimmt werden. 
 
Schema 4-6:  Enzymatische Hydrolyse des racemischen -Aminosäuremethylesters 47: a: Die erhaltene L-
konfigurierte Aminosäure 48 wird nach Isolation erneut in ihren Methylester 52 überführt zur stereochemischen 
Analyse mittels chiraler HPLC. Es konnte ein ee von 96% bestimmt werden, welcher auch durch eine 
Dipeptidkupplung verifiziert werden konnte. b: Optimisierung der Reaktionsbedingungen. Die besten 
Bedingungen konnten mit Cbz als N-terminale Schutzgruppe und 1,4-Dioxan als Cosolvent gefunden werden 
Das entsprechende Substrat mit der Fmoc-Schutzgruppe war in allen Lösungsmittelkombinationen unlöslich. 
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Der mittels chiraler HPLC bestimmte ee konnte durch die eine Dipeptidkupplung verifiziert 
werden (Schema 4-7) 
 
Schema 4-7:  Synthese der Dipeptide von Fmoc-L-Hop(tBu)-OH 51 bzw. Fmoc-DL-Hop(tBu)-OH 50: Unter der 
Annahme, dass während der Reaktion keine Stereoinformation von H-L-Phe-OMe verloren geht, kann das 
Diastereomerenverhältnis (dr) und damit auch der Enantiomerenüberschuss aus den Integralverhältnissen der 
amidischen Protonen berechnet werden. Es konnte der bereits zuvor bestimmte ee durch ein 
Diastereomerenverhältnis von 12:1 bestätigt werden. 
Die Variation der N-terminalen Schutzgruppe liefert schließlich das Fmoc-geschützte 
Derivat 51, welches direkt in der Festphasenpeptidsynthese eingesetzt werden kann. Auch das 
racemische Derivat 50 kann dementsprechend erhalten werden. Das L-Isomer 51 wurde über 
acht Stufen (längste lineare Synthese) in einer Ausbeute von 21% erhalten. 
4.11.2 Metallkomplexierende Eigenschaften der Aminosäure 
 
Zur Untersuchung der metallkomplexierenden Eigenschaft der Aminosäure 50 bzw. 51 wurde 
eine NMR-Titration mit Ga(NO3)3 durchgeführt. Ga
3+
 wurde dabei als Ersatz für Fe
3+
 
gewählt, da diese beiden Kationen sehr ähnliche Ionenradii aufweisen und es bereits bekannt 
ist, dass Ga
3+
 in biologischen Systemen Fe
3+
 sehr gut nachahmt.
[139,240,241]
 Auf der NMR-
Skala hat Ga
3+
 den großen Vorteil, dass durch seinen Diamagnetismus keine Anwendung 
komplexer Messmethoden zum Erhalt von paramagnetischen Spektren notwendig ist. Zudem 
ist Ga
3+
 redox-inert und sowohl in DMSO als auch in Wasser sehr gut löslich, was die 
Anwendung in diesen beiden NMR-Lösungsmitteln möglich macht. Bei der durchgeführten 
Titration wurde ein Äquivalent Ga(NO3)3 vorgelegt, die respektiven Äquivalente von 2-
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Hydroxypyridin-1-Oxid (1,2-HOPO) hinzugefügt und die erhaltene Lösung wurde NMR-
spektroskopisch untersucht. Die Titrationsreihe ist in Abbildung 4-47 gezeigt. 
 
Abbildung 4-47:  
1
H-NMR-Titration (300 MHz, 300 K, DMSO-d6): Das obere Spektrum des trimeren 
Ga(HOPO)3 stammt von der isolierten Verbindung. Blau markiert die Signale des unkomplexierten 1,2-HOPOs. 
Das erwartete 3:1 Verhältnis von Ligand zu Metal wurde aus der Zunahme der Eduktsignale im 3:1 Spektrum 
identifiziert. Der Nebensignalsatz kann einer unbekannten Komplexgeometrie zugeordnet werden.  
Die Tieffeldverschiebung der HOPO-Signale impliziert die Komplexierung des Metals. Bei 
300 MHz und bei Raumtemperatur steht die komplexierte Spezies in einem langsamen 
Gleichgewicht mit ihrer unkomplexierten Form. Der isolierte trimere  
Ga(1,2-HOPO)3-Komplex markiert den Endpunkt der Titration. Dessen Zusammensetzung 
wurde sowohl massenspektrometrisch als auch elementaranalytisch nachgewiesen. Bei der 
ersten Zugabe von 1,2-HOPO verschwindet das Signal der unkomplexierten Form (blau) 
komplett. Bei einem 2:1 Verhältnis von HOPO zu Ga
3+
 erscheint ein neuer Signalsatz (rot), 
welcher im 3:1 Spektrum sein Maximum findet, bevor das hinzugegebene 1,2-HOPO nahezu 
vollständig in den Signalsatz der unkomplexierten Form übergeht. Das Experiment wurde in 
H2O/D2O wiederholt, wobei der daraus resultierende trimere Ga(1,2-HOPO)3-Komplex aus 
der Lösung ausfiel, was die direkte Überleitung zu den Titrationsexperimenten mit Peptiden 
in Wasser darstellt. 
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4.11.3 Metallkomplexierende Peptide 
 
 Als Modellpeptid wurde die Sequenz des -hairpin Peptids P2 gewählt, wobei hier die Hop-
Aminosäure an Position des Trp
3
 mutiert wurde. Durch den Einsatz der enantiomerenreinen 
Aminosäure Fmoc-L-Hop(tBu)-OH 51 wird das entsprechende L-Hop-haltige Peptid P29 
erhalten. Beim Einsatz der racemischen Aminosäure Fmoc-DL-Hop(tBu)-OH 50 können die 
beiden diastereomeren Peptide P30 und P31 nach Oxidation mittels präparativer HPLC 
getrennt werden, sodass auch das entsprechende D-Hop haltige-Peptid P31 isoliert und 
charakterisiert werden kann. Da die Trp
3
 Seitenkette einen hydrophoben Kontakt mit Leu
12
 -
CH3 eingeht, kann durch den Einbau der Pyridon-Aminosäure untersucht werden, inwiefern 
dieser deutlich elektronenärmere Aromat diese Wechselwirkung noch eingeht und damit die 
Sekundärstruktur stabilisiert bzw. destabilisiert. Im Rahmen dieser Untersuchung wurde 
neben den beiden Isomeren der Pyridon-Aminosäure in den Peptiden P32 und P33 zusätzlich 
zwei Peptide synthetisiert, welche neben dem -verzweigten -L-Diphenylalanin P32 (Dpa) 
und 1-L-Napthylalanin P33 (1-Nal) in der Trp
3
-Position trägt (Abbildung 4-48). 
 
Abbildung 4-48:  Synthese der Peptide 29-32 durch Einbau der entsprechenden Aminosäure an Position 3 der 
14er Peptide. 
Die NMR-Analyse zeigt, dass sowohl die amidische als auch die aliphatische Dispersion der 
Hop-haltigen Peptide deutlich reduziert ist im Gegensatz zum Trp
3
-Peptid P2. Der 
gegenteilige Effekt wird für das deutlich elektronenreichere L-1-Nal Peptid P33 beobachtet. 
Die geringste Dispersion wird für das L-Dpa Peptid P32 erhalten.  
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Die NMR-spektroskopischen Untersuchungen der Peptide sind in Abbildung 4-49 
zusammengefasst. 
 
Abbildung 4-49:  NMR-Analyse (600 MHz, 300 K,  50 mM Phosphat/D2O 9:1) der Peptide mit Mutation in 
Position 3 des hydrophoben Clusters: Die Sekundärstruktur wird durch den deutlich elektronenärmeren Pyridon-
Aromaten in den Peptiden P30 bzw. P31 reduziert, während das elektronenreiche 1-L-Nal die Struktur in P33 
festigt.  
Um die Faltungspopulation in dieser Mutationsserie zu bestimmen, werden zwei Werte der 
chemischen Verschiebung des Tieffeld Leu
12
 -CH3 als Referenz gesetzt und die Population 
der Peptide wird relativ zu diesen beiden Werten bestimmt. Hierzu wurde der komplett 
entfaltete Zustand mit dem random-coil Wert nach Wishart charakterisiert, während die 
chemische Verschiebung der Methylgruppe im 1-L-Nal Peptid P33 als komplett gefaltet 
angenommen wurde. Die daraus resultierenden Faltungspopulationen sind in Tabelle 4-3 
zusammengefasst und diese Werte bestätigen die deutlich verringerte Population in beiden 
Hop-Peptiden P29 und P30. Um zu verifizieren, dass erst die Disulfid-Oxidation zur Faltung 
des Peptids führt, wurde die entsprechende reduzierte Form P2a von P2 ebenso in Tabelle 4-3 
erwähnt. 
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Tabelle 4-3: Sequenzen und Faltungspopulationen der Peptide P2, P30-P33: Als 
Referenzwerte dienen das 1-L-Nal Peptid33, sowie ein random-coil Wert nach Wishart.
[155]
 
Peptid Sequenz Faltungspopulation 
P2a H-CHTrpETGKHGHKLVC-OH 9% 
P2 [dsb
1,14
]H-CHTrpETGKHGHKLVC-OH 88% 
P30 [dsb
1,14
]H-CHHopETGKHGHKLVC-OH 31% 
P31 [dsb
1,14
]H-CHhopETGKHGHKLVC-OH 18% 
P32 [dsb
1,14
]H-CHDpaETGKHGHKLVC-OH 17% 
P33 [dsb
1,14
]H-CHNalETGKHGHKLVC-OH 100%* 
*) Referenzwert 
 
Aus den in Tabelle 4-3 gezeigten Faltungspopulationen kann die Vorhersage bestätigt werden, 
dass die 6  Elektronen Seitenkette des Hops zu klein ist, um den hydrophoben Cluster 
ausreichend zu stabilisieren, was in einer geringeren Faltungspopulation resultiert im 
Vergleich zum 1-L-Nal
3
-P33 oder Trp
3
-P2 haltigen Peptid. Um zu untersuchen, inwiefern die 
Metallkomplexierung des l-Hop Peptids P30 sich auf die Faltungspopulation auswirkt, wurde 
dieses Peptid in wässriger Lösung (Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0) auf NMR-Skala mit Ga(NO3)3 
versetzt in Analogie zu den in Abbildung 4-47 durchgeführten Experimenten. Hierfür wird ein 
3:1 Verhältnis von Ligand zu Metall gewählt, um die entsprechende Komplexgeometrie in 
Analogie zu den vorherigen Experimenten zu erhalten. Es kann eine klare Veränderung der 
Signale beobachtet werden, was die Metallkomplexierung in Analogie zum DMSO-
Experiment bestätigt (Schema 4-8). Zusätzlich wird eine Signalverbreiterung beobachtet, 
welche durch die diastereomere Anordnung der Peptide um das Metall-Kation erklärt werden 
können. Wird das am stärksten, im Zuge der Metallkomplexierung, hochfeldverschobene Leu 
-CH3 als Anhaltspunkt zur Quantifizierung der Population gewählt, so kann die 
Faltungspopulation der hairpin-Peptide auf 64% erhöht werden, wenn das hochfeldigste Leu 
-CH3-Signal zur Berechnung genutzt wird. Um nachzuweisen, dass dieser Prozess durch die 
Metallkomplexierung der Hop-Seitenkette ausgeht und nicht durch His-Seitenketten in dieser 
His-reichen Sequenz, wurde das Trp
3
-Peptid P2 in Analogie mit Ga(NO3)3 versetzt, wobei 
keinerlei Signalverschiebung oder Linienverbreiterung beobachtet werden konnte. Wird zum 
trimeren Ga-Komplex von Peptid Ga(P30)3 ein stärkerer Metallchelator, hier 1,2-HOPO, 
hinzugegeben, so wird wieder das Original Spektrum des nicht komplexierten Peptids P30 
erhalten. Zusätzlich bildet sich ein weißer Niederschlag. Dieser wurde aufgereinigt und 
ebenfalls NMR-spektroskopisch untersucht, wobei für die aromatischen Signale des 1,2-
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HOPOs identische chemische Verschiebungen wie zum trimeren Ga(HOPO)3 erhalten 
wurden. Da die NMR-Signale allerdings keinerlei Aussage über die relative 
Zusammensetzung des Komplexes zulassen, wurde dieser zusätzlich elementaranalytisch 
untersucht, wobei eindeutig das 3:1 Verhältnis verifiziert werden kann. Es kann durch dieses 
Experiment eindeutig bestätigt werden, dass es sich hierbei um einen reversiblen Prozess 
handelt, welcher zukünftig dazu genutzt werden kann, Aggregate in der Größenordnung von 
oligomeren Proteinen auf Basis von reversibler Chemie im wässrigen System zu 
synthetisieren. 
 
Schema 4-8:  Metallkomplexierung des L-Hop haltigen Peptids P30: Bei einem 3:1 Verhältnis von Peptid zu 
Ga
3+
 ist eine vollständige Sättigung in Ga(P30)3  erreicht. Die Linienverbreiterung resultiert aus der 
diastereotopen Anordnung der Peptide um das Metallatom. Durch Zugabe eines kompetitiven Metalchelators 
kann die Reversibilität des Prozesses nachgwiesen werden. Es wird das Originalspektrum von P30 erhalten. 
Die Ergebnisse dieser Metallkomplexierung konnten erfolgreich in Chemistry – A European 
Journal veröffentlicht werden.
[242]
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5. Anwendung der Peptide in der Durchflusszytometrie 
5.1 Anbringung eines Fluoreszenzmarkers am -hairpin Peptid 
 
Um das formstabile -hairpin Peptid P2 aktiv in der Durchflusszytometrie anzuwenden, 
wurde eine Synthesestrategie entwickelt, welche eine regioselektive Anbindung des 
Farbstoffes an das Peptid ermöglicht. Als Farbstoff dienten dabei fluoreszente Isothiocyanate, 
die durch eine Additionsreaktion an freien Aminen entsprechende Thioharnstoff-Derivate 
liefern. Die Struktur beider verwendeter Farbstoffe ist in Abbildung 5-1 gezeigt. 
 
Abb 5.1: Struktur und Fluoreszenzeigenschaften der angewandten Farbstoffe. 
Die Anbringung des Markers sollte dabei an der Festphase erfolgen, um die Markierung 
regioselektiv und möglichst effektiv durchführen zu können. Eine direkte Anbringung an den 
N-Terminus des Peptids zu 55 ist synthetisch problemlos möglich, jedoch resultiert das 
erhaltene Strukturmotiv des Thioharnstoffs bei der sauren Abspaltung des Peptids vom 
polymeren Träger in Fragmentierung des Peptidrückgrats, analog zum Edman-Abbau.
[243]
 
Daher wurde eine alternative Syntheseroute gewählt, bei der der Farbstoff an die Seitenkette 
eines N-terminalen L-Lysins gebunden wurde, um die Edman-Bedingungen zu vermeiden. Es 
wurden insgesamt drei N-terminale L-Lysin Einheiten angebracht, um eine Wechselwirkung 
des Farbstoffs mit dem Peptidrückgrat zu vermeiden, welche bei dem Einsatz von nur einer N-
terminalen Lysin-Einheit beobachtet werden konnte. Im Detail wurde dazu zunächst das 
Peptid unter Standardbedingungen in der automatisierten Festphasenpeptidsynthese 
dargestellt. Das N-terminale L-Lysin wurde als Fmoc-L-Lys(Dde)-OH eingesetzt. Nach 
Abspaltung der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe wurde der N-Terminus acetyliert, um eine 
Nebenreaktion mit dem Farbstoff zu vermeiden. Mittels Hydrazinolyse erfolgte die 
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Abspaltung der Dde-Schutzgruppe, sodass am -Amin von Lysa selektiv die Reaktion mit 
dem Farbstoff durchgeführt werden konnte. Abschließende Abspaltung des Peptids vom Harz, 
sowie Disulfid-Oxidation und Aufreinigung lieferten das fluoreszenzmarkierte Peptid P34a. 
Die entsprechende 14 Aminosäuren-haltige native Sequenz des eif5a-Peptids P1 wurde 
analog mit Rhodamin B zu P34b fluoreszenzmarkiert, um Konkurrenz-Experimente 
durchführen zu können (Schema 5-1), da dieses Fluorophor bei einer anderen Wellenlänge 
absorbiert und emittiert. 
 
Schema 5-1: Synthetischer Zugang zu den fluoreszenzmarkierten Peptiden P34a und P34b: Beide Methoden 
bringen den Farbstoffe an der Festphase an das Peptid an. A: Durch die Anbringung des Farbstoffs an den N-
Terminus des Peptids 55 werden bei der sauren Abspaltung vom polymeren Träger Edman-Bedingungen 
geschaffen, die in der Fragmentierung des Peptids resultierten, weshalb eine alternative Route untersucht wurde. 
B: Es wurden N-terminal drei Lys-Einheiten angebracht, wobei das N-terminale Lys als Fmoc-L-Lys(Dde)-OH 
in der Synthese eingesetzt wurde. Acetylierung des N-Terminus, Hydrazinolyse der Dde-Schutzgruppe und die 
anschließende Anbringung des Farbstoffs an das -Amin von Lysa 56, resultierten nach saurer Harzabspaltung in 
den fluoreszenzmarkierten Peptiden P34a und P34b. 
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Durch NMR spektroskopische Analyse der beiden erhaltenen Peptide konnte nach 
Aufreinigung der Umsatz des Labellings beider Peptide auf ca. 40% geschätzt werden. 
Abbildung 5-3 fasst die Strukturen der beiden fluoreszenzmarkierten Peptide zusammen. 
 
 
Abbildung 5-3: Strukturen der synthetisierten, fluoreszenzmarkierten Peptide P34a und P34b. 
 
5.2 Fluoreszenz markierte Peptide im Jurkat 2D10 HIV-System  
 
Das Peptid P34a wurde im Jurkat 2D10 HIV-System auf ihre Zellgängigkeit, Zytotoxizität 
und ihre Apoptose-induzierende Wirkung untersucht. Das angewandte System entspricht den 
bereits im Kapitel 3 beschriebenen Bedingungen, wobei hier ausschließlich die E6-Zelllinie 
verwendet wurde, da die Verwendung der 2D10-Zelllinie keine Differenzierung zwischen der 
Emission des FITC-Labels und der der GFP-modifizierten Zellen zulassen würde. Die Zellen 
wurden zusätzlich dreifach mit phosphatgepufferter Salzlösung (PBS: engl. phosphate 
buffered saline) gewaschen, um keine Emission zu detektieren, welche lediglich von 
gelöstem, nicht mit der Zelle assoziiertem Peptid stammt. Die experimentelle Durchführung 
ist in Abbildung 5-4 dargestellt.
[244]
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Abbildung 5-4: Schematische Darstellung des Durchflusszytometrie Experiments mit Peptid P34a: Jurkat E6-
Zellen (30.000 Zellen/well, 200 µL) wurde für eine bzw. 16 Stunden mit dem FITC-markierten Peptid P34a 
inkubiert. Nach dreifachem Waschen mit PBS wurden die Zellen ins Medium resuspensiert und mittels 
Durchflusszytometrie anaylisiert. Das auf dem GFP-Kanal gemessene Signal entspricht der FITC-Emission, da 
Absorption und Emission bei ähnlichen Wellenlängen erfolgen, sodass eine Aussage über die Aufnahme des 
Peptids in E6-Zellen getroffen werden konnte. 
Aus dem entsprechenden Histogramm der FITC-Emission wurden P1-Viabilität und %GFP 
quantifiziert. Es wurden zwei Experimente durchgeführt, wobei eine und 16 Stunden bei 
identischen Konzentrationen inkubiert wurde. Die Auftragung der P1-Viabilität ist in 
Abbildung 5-5 gezeigt. 
 
Abbildung 5-5: P1 Viabilität der Jurkat E6-Zellen, die mit Peptid P34 bei entsprechenden Konzentrationen eine 
bzw. 16 Stunde behandelt wurde. Es ist keine Zytotoxizität erkennbar. Auch keine apoptotische Wirkung kann 
erkannt werden. 
Abbildung 5-6 zeigt deutlich, dass die Viabilität unabhängig von der angewandten 
Peptidkonzentration ist. Auch ist keine Zeitabhängigkeit feststellbar.   
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Das Peptid P34 wirkt also in diesem Zellsystem weder zytotoxisch, noch hat es eine 
apoptotische bzw. Apoptose-induzierende Wirkung. Abbildung 5-6 zeigt die gemessene 
%FITC-Emission dieses Experiments. 
 
Abbildung 5-6: %FITC Emission der Jurkat E6-Zellen, die mit Peptid P34a behandelt wurden. Im niedrigen 
Konzentrationsbereich ist eine deutliche Zeit- sowie Dosisabhängigkeit zu erkennen, wobei dieser Effekt mit 
steigender Konzentration deutlich reduziert wird. 
Es wird deutlich, dass im niedrigen Konzentrationsbereich die FITC-Emission stark dosis- 
und zeitabhängig ist. Dieser Effekt wird beim Überschreiten der 12.5 µM Konzentration 
geringer. Eine stressinduzierte Reaktion der Zellen kann bei 3.12 µM beobachtet werden. 
Dieses Experiment verdeutlicht, dass das Peptid P34a in diesem Zellsystem eine sehr 
spezifische Reaktion hervorruft, die unter Umständen auf eine Veränderung der Zellstruktur 
bzw. des Zytoskeletts zurückzuführen ist. Daher wurde aus den Fluoreszenz-Daten dieses 
Experiments die gemittelte Fluoreszenz-Intensität extrapoliert, um eine Konzentration zu 
finden, bei welcher konfokale Mikroskopie mit dem FITC-markierten Peptid P34a 
durchgeführt werden konnte. Die Auftragung der gemittelten Fluoreszenz-Intensität dieses 
Experiments ist in Abbildung 5-7 gezeigt. 
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Abbildung 5-7: Auftragung der extrapolierten, gemittelten Fluoreszenz-Intensität gegen die Konzentration im 
Durchflusszytometrie Experiment von Peptid P34a an Jurkat E6-Zellen (a.u. absorption units).  
Da die konfokale Mikroskopie eine mittlere Fluoreszenz-Intensität von ca. 4000 a.u. erfordert, 
um eine ausreichendes Signal-zu-Rauschen-Verhältnis zu gewährleisten, wurde eine 
Konzentration von 100 µM zur Durchführung der Mikroskopie gewählt. 
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5.3 Konfokale Mikroskopie an Jurkat E6-Zellen 
 
Auf Basis der Durchflusszytometrie Daten aus Abbildung 5-6 und 5-7 wurde konfokale 
Mikroskopie an den Jurkat E6-Zellen mit dem Peptid P34a durchgeführt. Als Inkubationszeit 
wurden vier Stunden gewählt, da dabei die zeitabhängige Aufnahme gemäß Abbildung 5-8 
überschritten sein sollte. 
 
Abbildung 5-8: Durchführung des konfokalen Mikroskopie-Experiments: Nach vier Stunden Inkubation der E6-
Zellen mit 100 µM fluoreszenzmarkierten Peptid P34a wurden die Zellen zentrifugiert und dreimal mit PBS 
gewaschen. Frühe Endosomen-/Actomyosin-Strukturen wurden mit einem monoklonalen RhoB-Antikörper und 
späte Endosomen/Lysosomen mit einem polyklonalen Rab7-Antikörper angefärbt. Die Fixierung der Zellen auf 
dem Objektträger erfolgte mit 4% Formaldehyd. 
Abbildung 5-9 zeigt eine konfokal-mikroskopische Aufnahme der Zellen, die mit 100 µM des 
Peptids P34a behandelt wurden, im Vergleich zur Blank-Messung. Alle gezeigten 
Aufnahmen sind Einzelbildaufnahmen aus der jeweiligen z-Ebene. das Signal ist auf die 
Fluoreszenz-Intensität normalisiert. 
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Abbildung 5-9: Konfokal-mikroskopische Aufnahmen der E6-Zellen bei Behandlung mit Peptid P34a (rechts) 
im Vergleich zur Blank-Messung (links).  
 
In Abbildung 5-9 wird deutlich, dass das Peptidsignal breit durch das Zytoplasma verteilt ist. 
Einige Zellen zeigen perinukleare Anordnung des FITC-Signals, eine disperse Verteilung ist 
erkennbar. RhoB färbt frühe Endosomen/Actomyosin-Strukturen und damit die kontrollierte 
Zellbewegung an. Dieses Signal ist prominent in der Blank-Messung, jedoch wird dieses 
deutlich reduziert bei Behandlung der Zellen mit Peptid P34a. Analoge Beobachtungen 
können für die Anfärbung des Actins mit dem Rab7-Antikörper gefunden werden. 
Abbildung 5-10 zeigt die identischen Aufnahmen aus Abbildung 5-9, wobei hier 
ausschließlich die beiden Antikörper-Anfärbungen (Rab7 und RhoB) gezeigt sind.  
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Abbildung 5-10: Konfokal-mikroskopische Aufnahme der E6-Zellen bei Behandlung mit Peptid P34a (rechts) 
im Vergleich zur Blank-Messung (links): Gezeigt sind ausschließlich die entsprechenden Antikörper-
Anfärbungen. Oben: Rab7-Antikörper, welcher späte Endosomen und Lysosomen markiert. Unten: RhoB zur 
Markierung von frühen Endosomen und Actomyosin-Strukturen. In beiden Fällen ist eine deutliche Reaktion des 
Zytoskelettts auf die Behandlung mit Peptid P34a erkennbar. Actin ist in der Blank-Messung linear entlang der 
Membran verteilt, während es in der Peptid-Probe fokal höher verteilt ist. RhoB zeigt in der Referenzmessung 
eine gleichmäßige Verteilung im Zytoplasma, während es bei Behandlung mit dem Peptid eine deutliche 
periphäre Actin-Akkumulation zeigt. 
In den Abbildungen 5-10 und 5-11 ist für Actin eine punktuelle Akkumulation entlang des 
Zytoskeletts erkennbar. Auch RhoB zeigt eine deutliche Änderung von einer gleichmäßigen, 
zytoplasmatischen Verteilung in der Referenzmessung zur einen ebenso punktuellen 
Anreicherung entlang der Zellmembran. 
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Abbildung 5-11: Vergrößerung einer konfokal-mikroskopischen Aufnahme des Experiments: Die punktelle 
Akkumulation von Actin und RhoB entlang der Zellmembran ist deutlich erkennbar. 
Auch ein Nanotransfer von Peptid P34a zwischen zwei Zellen konnte mikroskopisch 
beobachtet werden, was in Abbildung 5-12 verdeutlicht ist. 
 
Abbildung 5-12: Nanotransfer von Peptid 34a zwischen zwei Zellen: In der kleinen Zelle ist die bereits 
beschriebene Änderung des Zytoskeletts und die Umverteilung von RhoB deutlich erkennbar, während die große 
Zelle noch ihre ursprüngliche Form aufzeigt, welche mit der Referenzmessung übereinstimmt. 
Eine apoptotische Wirkung des Peptids konnte mikroskopisch nicht identifiziert werden. Die 
Änderung in der Zellstruktur zeigt jedoch, dass die Inkubation mit dem Peptid eine 
spezifische Reaktion an den Jurkat E6-Zellen hervorruft. Diese Beobachtung steht im 
Einklang mit den von Seko et al. publizierten Daten, dass extrazelluläres eif5a als parakriner 
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Verstärker von Apoptose wirkt.
[80]
 Die Autoren beschreiben, dass dieser Effekt unabhängig 
von der posttranslationalen Modifikation von Lys
50
 (entspricht Lys
7
 im Peptid P2 bzw. P34a) 
ist. Das in diesem Experiment angewandte Peptid P34a ist unmodifiziert, die Seitenkette von 
Lys
7
 ist also weder aminobutyliert noch hydroxyliert. Eine Aussage, ob das verwendete 
Peptid selbst innerhalb der Zellen posttranslational modifiziert wird, kann anhand der 
vorliegenden Daten nicht getroffen werden. Hierfür wäre ein Radioimmunassay nötig, bei 
welchem entweder das Peptid selbst oder radioaktiv markiertes Spermidin ins Zellmedium 
gegeben wird. Nach Waschen der Zellen und Trypsinierung könnte die gemessene 
Radioaktivität einen Aufschluss darüber geben, inwiefern das Peptid selbst modifiziert 
wird.
[42]
 Auch sind die hier gezeigten Ergebnisse im Einklang mit der Hypothese, dass 
pathogene Zellen über einen eif5a-selektiven Rezeptor verfügen. Inwiefern die Aufnahme des 
Peptids über Makropinozytose oder Phagozytose erfolgt, kann nicht eindeutig bestimmt 
werden. Die selektiven Änderungen im Zytoskelett lassen eine Pinozytose vermuten, eine 
punktuelle Verteilung des Peptids in den Zellen ist für eine unspezifische Phagozytose selten 
zu finden. Eine Anfärbung mit einem Clathrin-spezifischen Antikörper könnte zukünftig 
Aufschluss darüber geben.
[245]
 Basierend auf diesen Beobachtungen wurde das 
fluoreszenzmarkierte Peptid P34a in weiteren Durchflusszytometrie Experimenten an 
mononukleären Zellen des peripheren Blutes (engl. peripheral blood mononuclear cells – 
PBMC) angewandt. Diese Zellen nehmen eine bedeutende Rolle im Immunsystem bei der 
Bekämpfung von Infektionen ein. Unter dem Begriff der PBMCs werden einkernige Zellen 
bezeichnet, die einen runden Zellkern aufweisen. Die durchgeführten Experimente werden 
nachfolgend diskutiert. 
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5.4 Durchflusszytometrie mit mononukleären Zellen des peripheren Blutes 
 
In diesem Experiment wurden frisch aus menschlichem, venösem Blut isolierte PBMCs mit 
dem fluoreszenzmarkierten Peptid P34a inkubiert. Fokus lag dabei auf T- und B-Zellen sowie 
Monozyten/Makrophagen. Zeit- als auch Dosisabhängigkeiten wurden untersucht. Die 
Vorgehensweise ist in Abbildung 5-13 schematisch dargestellt. 
 
Abbildung 5-13: Durchführung der PBMC-Experimente: Frisch isolierte PBMCs aus humanem, venösem Blut 
wurden mit dem fluoreszenzmarkiertem Peptid P34a für eine bestimmte Zeit inkubiert. Durch selektive 
Antikörper-Anfärbungen der drei Zelltypen können diese mittels Durchflusszytometrie in einem Eintopf-
Verfahren voneinander unterschieden werden ohne zusätzliche Auftrennung. Eine Quantifizierung der 
Peptidaufnahme ist für alle Zelltypen gleichzeitig möglich. 
In einem Eintopf-Verfahren wurden die PBMCs mit variablen Konzentrationen des Peptids 
P34a (1-100 µM) behandelt und inkubiert. Nach Inkubation und Waschen der PBMCs wurden 
die untersuchten Zelltypen mit einem selektiven Antikörper angefärbt. Durch die 
unterschiedlichen Emissionen der verwendeten Antikörper können die drei Zelltypen mittels 
Durchflusszytometrie unterschieden werden, ohne dass eine Auftrennung der Zellarten 
notwendig ist. Die Anlagerung bzw. Aufnahme des fluoreszenzmarkierten Peptids P34a
  
110 5. Anwendung der Peptide in der Durchflusszytometrie 
 
 
kann dadurch für jeden Zelltyp quantifiziert werden.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5-14: Auftragung der jeweiligen Zell-Counts gegen die logarithmische Auftragung der FITC-
Intensität für T-Zellen (links, CD3+) und B-Zellen (rechts, CD19+). Es ist in beiden Fällen eine deutliche 
Dosisabhängigkeit der Aufnahme zu sehen.  
Abbildung 5-14 zeigt eine Dosisabhängigkeit der Aufnahme für T- und B-Zellen, wobei die 
Aufnahme in T-Zellen etwas größer ist im Vergleich zu den B-Zellen (unterschiedliche 
Skalierung y-Achse). Bei den Monozyten/Makrophagen ist eine noch deutlichere Steigerung 
in der Aufnahme sichtbar, die die messbare Intensität des Instruments übersteigt. Die 
Auftragung ist in Abbildung 5-15 gezeigt. 
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Abbildung 5-15: Auftragung der jeweiligen Zell-Counts gegen die logarithmische Auftragung der FITC-
Intensität für Monozyten/Makrophagen (CD14+). Die FITC-Intensität übersteigt hier das Messlimit des 
Instruments. 
Aus den Graphen der Abbildungen 5-14 und 5-15 kann die FITC-Intensität ausgelesen und 
gegen die jeweilige Konzentration aufgetragen werden. Diese Auftragung ist in Abbildung 5-
16 gezeigt. 
  
Abbildung 5-16: Auftragung der FITC-Intensität gegen die Konzentration für alle drei untersuchten Zelltypen. 
Es wird die intensive Aufnahme des Peptids P34a in den Monozyten/Makropagen deutlich. 
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Bei der Untersuchung der zeitabhängigen Aufnahme des Peptids P34a wird deutlich, dass T-
Zellen das Peptid in etwa zehnfach stärker aufnehmen als B-Zellen. Diese Aufnahme ist in 
beiden Zelltypen weitgehend zeitunabhängig. Wird angenommen, dass an den Zellen ein 
eif5a-selektiver Rezeptor vorhanden ist, so kann vermutet werden, dass dieser in dem 
gemessenen Zeitfenster nicht schnell genug nachsynthetisiert werden kann. Für 
Monozyten/Makrophagen hingegen wird eine deutliche Zeitabhängigkeit beobachtet, die 
erneut an der messbaren Grenze der Intensität liegt.  
Die Zytogramme sind für T-Zellen und Monozyten/Makropagen in Abbildung 5-17 gezeigt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5-17: Zytogramme für T-Zellen (links, CD3+) und Monozyten/Makrophagen (rechts, CD14+). Die 
Zeitabhängigkeit der Aufnahme in den Monozyten/Makrophagen ist deutlich erkennbar und am Limit des 
Messinstruments. B-Zellen zeigen identischen Phänotypen zu den T-Zellen, daher ist dieser Chromatogram nicht 
gezeigt. 
Es wird deutlich, dass das Peptid P34a bevorzugt an die Monozyten/Makrophagen bindet 
bzw. von diesen aufgenommen wird, was über die Dosis- als auch über die Zeitabhängigkeit 
der Aufnahme bestätigt werden kann. Abbildung 5-18 quantifiziert die zeitabhängige 
Aufnahme des Peptids P34a. 
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Abbildung 5-18: Auftragung der FITC-Intensität gegen die Zeit: Die Aufnahme in T- sowie B-Zellen zeigt 
keine Zeitabhängigkeit, während die Aufnahme in Monozyten/Makrophagen deutlich zeitabhangig ist. 
Das Peptid P34a verfügt also über ein selektives Erkennungsmotiv für den phagozytischen 
Aufnahmeprozess in Monozyten/Makrophagen. Basierend auf der Arbeit von Seko et al. sollte 
das Peptid selbst aber keinerlei Apoptose induzieren, sondern nur extrazellulärer als 
parakriner Verstärker von Apoptose dienen.
[80]
 Diese Beobachtung konnte in einem 
Experiment bestätigt werden, in dem apoptotische Zellen mit einem Annexin V-
Antikörper angefärbt wurden. Die entsprechenden Zytogramme sind in den Abbildungen 5-19 
und 5-20 gezeigt. 
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Abbildung 5-19: Auftragung der Zell-Counts gegen die logarithmische Annexin V-Intensität für T-Zellen (links, 
CD3+) und B-Zellen (rechts, CD19+): Es ist keine apoptotische Wirkung bei Behandlung der Zellen mit dem 
Peptid P34a erkennbar.  
 
 
Abbildung 5-20: Auftragung der Zell-Counts gegen die logarithmische Annexin V-Intensität für 
Monozyten/Makrophagen (CD14+): Es ist keine apoptotische Wirkung bei Behandlung der Zellen mit dem 
Peptid P34a erkennbar.   
5. Anwendung der Peptide in der Durchflusszytometrie 115 
 
 
  
Bei Auftragung der Annexin V-Intensität gegen die FITC-Intensität im Falle der T- und B-
Zellen, ergibt sich eine interessante Beobachtung: Aus dem Prozess der Isolation der PBMCs 
wird ein kleiner prozentualer Anteil der T-Zellen spontan apoptotisch, welche sich in 
Abbildung 5-21 durch einen hohen Wert auf der Annexin V-Skala kennzeichnen. Bei der 
Zugabe des Peptids in den entsprechenden Konzentrationen, analog zu den Studien zur dosis- 
und zeitabhängigen Aufnahme des Peptids, wird eine deutliche Verschiebung dieser 
Zellpopulation entlang der FITC-Skala beobachtet (rot markiert in Abbildung 5-21). Dies 
bedeutet, dass das Peptid sehr stark an die spontan apoptotischen T-Zellen bindet, was im 
Einklang mit den Erkenntnissen von Seko et al. steht.
[80]
 Das Peptid selbst induziert keine 
Apoptose (vgl. Abbildung 5-6). 
 
Abbildung 5-21: Logarithmische Auftragung der Annexin V-Intensität gegen die logarithmische FITC-
Intensität für T-Zellen: Bei Zugabe des FITC-Peptids P34a wandert die Subpopulation der spontan 
apoptotischen T-Zellen entlang der x-Achse, was eine Bindung des Peptids an diese Population 
verdeutlicht (rot). 
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Als Kontrolle wurde mit den B-Zellen analog vorgegangen. Bei diesen Zellen existiert keine 
spontan apoptotische Subpopulation, die gesunden B-Zellen zeigen ein nahezu identisches 
Profil zu den T-Zellen. Es kann somit von einem T-Zell-spezifischem Effekt ausgegangen 
werden. Die Auftragung von Annexin V gegen FITC für B-Zellen ist in Abbildung 5-22 
gezeigt. 
 
Abbildung 5-22: Logarithmische Auftragung der Annexin V-Intensität gegen die logarithmische FITC-
Intensität für B-Zellen: Es ist keine spontan apoptotische Subpopulation erkennbar, das Streuungsmuster ist 
identisch zu dem Verhalten der T-Zellen in Abbildung 5-21. 
Im Rahmen dieser Messung konnte gezeigt werden, dass die im Rahmen dieser Arbeit 
entwickelten Peptide der Struktur P2 bzw. P34a eine hohe Affinität gegenüber Monozyten 
aufzeigen und zusätzlich als parakriner Verstärker von Apoptose bei spontan-apoptotischen 
T-Zellen wirken. Um zu bestätigen, dass diese Beobachtung von der Sekundärstruktur des -
hairpin Peptids ausgeht, wurden im nächsten Abschnitt Konkurrenzexperimente durchgeführt, 
bei welchen unter den hier angewandten Bedingungen zusätzlich das nicht 
fluoreszenzmarkierte Peptid P2 bzw. das unstrukturierte eif5a-Fragment P1 zugegeben 
wurden. 
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5.5 Konkurrenzexperimente an mononukleären Zellen des peripheren Blutes 
 
Analog zu dem in 5.4 zuvor durchgeführten Experiment wurden hier zwei Peptide simultan 
eingesetzt, wobei es sich dabei um das FITC-markierte formstabile -hairpin Peptid P34a, 
sowie die unstrukturierte 14 Aminosäuren native Sequenz des eif5a P1 handelte. Die 
Vorgehensweise ist in Abbildung 5-23 gezeigt. 
 
Abbildung 5-23: Durchführung der Konkurrenz-Experimente an PBMCs: Analog zu Abbildung 5-13 wurden 
frisch isolierte PBMCs simultan mit dem fluoreszenzmarkierten Peptid P34a und dem nicht markierten Peptid 
P1 behandelt und für eine bestimmte Zeit inkubiert. Durch die Konkurrenz beider Peptide kann ein veränderter 
Phänotyp erhalten werden, der dann über die Analyse mittels Durchflusszytometrie quantifiziert werden kann.  
Wird davon ausgegangen, dass die detektierte, bevorzugte Aufnahme des Peptids P34a in 
Monozyten/Makrophagen durch die Sekundärstruktur induziert wird, so kann die Annahme 
getroffen werden, dass in diesem Experiment auch das native eif5a-Peptid P1 den FITC-
Phänotyp verändern sollte. Diese Hypothese beruht auf dem Modell der konformationellen 
Selektion. Demnach sollte der eif5a-selektive Rezeptor in der Lage sein, die entsprechend 
notwendige Konformation des random-coil-Peptids P1 auswählen zu können. Gleichzeitig 
würde dies aber auch bedeuten, dass die Konformation des -turns im Peptid P1 in der Lage 
ist die aktive Konformation abzubilden (Abbildung 5-24).  
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Abbildung 5-24: Durch konformationelle Selektion kann auch das random-coil-Peptid P1 an den eif5a-
selektiven Rezeptor binden und damit ein biologisches Signal auslösen, welches den Phänotypen des FITC-
gelabelten -hairpin Peptids P34a verändert oder reduziert. 
Weiterhin wurde ein Konkurrenzexperiment zwischen dem fluoreszenzmarkierten Peptid 
P34a und dem nicht markierten Strukturanalogon P2 durchgeführt, um einen Effekt des 
Labels ausschließen zu können. Zusätzlich sollte die Intensität der FITC-Signals reduziert 
werden, da beide Peptide über die identische -turn Struktur verfügen und damit ein ähnliches 
Bindungsverhalten zum Rezeptor haben sollten. Die Zytogramme der Experimente sind in 
Abbildung 5-25 gezeigt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5-25: Konkurrenzexperiment in T-(links, CD3+) und B-Zellen (rechts, CD19+): 100 µM des 
fluoreszenzmarkierten Peptids 34a wurden zusammen mit je 12 µM des nicht markierten Strukturanalogons 
P2 (V022ox) und dem nativen eif5a-Peptid P1 (V058). In beiden Fällen ist eine Reduktion der FITC-Intensität 
sichtbar.   
5. Anwendung der Peptide in der Durchflusszytometrie 119 
 
 
  
Die Quantifizierung der Daten aus Abbildung 5-25 ist in Abbildung 5-26 gezeigt. 
 
Abbildung 5-26: Konkurrenzexperiment zwischen dem fluoreszenzmarkierten Peptid P34a und dem nicht 
markierten Analogon P2 bzw. dem nativen eif5a-Peptid P1: Es ist eine Reduktion der FITC-Intensität erkennbar, 
die für beide Konkurrenzexperimente etwa identisch ist. 
 
Es wird deutlich, dass in beiden Experimenten bei Anwesenheit des jeweils zweiten Peptids 
die FITC-Intensität reduziert wird. Dies ist besonders für das nicht markierte -hairpin Peptid 
P2 leicht nachzuvollziehen, da es sich hierbei laut NMR-Spektroskopie um identische -turn 
Strukturen handelt. Unter der Annahme, dass sich die Konformation des turns während des 
Experiments nicht ändert und die Aufnahme durch die Sekundärstruktur gesteuert wird, 
sollten beiden Peptide ein ähnliches Bindungsverhalten zum Rezeptor aufweisen. Wird für 
das native eif5a-Peptid P1 das Modell der konformationellen Selektion angenommen, so kann 
davon ausgegangen werden, dass die beobachtete Reduktion der FITC-Intensität daher 
kommt, dass nicht die random-coil-Struktur an den Rezeptor bindet, sondern eine auf NMR-
Skala nicht sichtbare Konformation, die der starren Konformation der zyklischen Peptide P2 
strukturell sehr nahe kommt.  
Auch das Experiment bezüglich der spontan-apoptotischen T-Zellen gemäß Abbildung 5-21 
wurde als Konkurrenzexperiment mit dem fluoreszenzmarkierten Peptid P34a und dem nicht 
markierten Analogon P2 wiederholt. Die Ergebnisse dieses Experiments sind in Abbildung 5-
27 gezeigt.  
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Abbildung 5-27: Konkurrenzexperiment bezüglich der Bindung der Peptide P34a und P2 an spontan 
apoptotische T-Zellen (rot): Die erste Konzentrationsangabe bezieht sich auf das fluoreszenzmarkierte Peptid 
P34, die Zweite auf das nicht markierte Strukturanalogon P2: Bei Anwesenheit von P2 ist die Bindung des 
FITC-gelabelten Peptids P34 an die spontan apoptotischen T-Zellen reduziert. 
Es kann auch hier gezeigt werden, dass das Bindungsverhalten der beiden Peptide an die 
spontan apoptotischen T-Zellen sehr ähnlich ist. Durch Zugabe des nicht markierten, aber 
strukturell zu P34a analogen Peptids P2, wird die gebundene Population, welche das FITC-
Peptid bindet, verringert.
[244]
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5.6 Medizinische Relevanz des Bindungsverhaltens der Peptide 
 
Phagozytische Zellen umfassen mehrere Funktionen, die für die Beseitigung von Zelldebris 
von essentieller Bedeutung sind, indem sie systematischen Input generieren, welcher 
entweder als immunogen (spezifische Immunantwort) oder tolerogen (keine Immunantwort) 
erkannt wird. Funktionale Defekte dieser Phagozyten können sowohl endo- als auch exogene 
Ursachen haben.
[246]
 Als endogene Ursachen können genetische Mutationen, solche wie 
beispielsweise Malignitäten
[247,248]
 oder die Prionen-Krankheit
[249–251]
 genannt werden. 
Exogene Ursachen sind solche Pathogene, die einer Immunantwort entfliehen, indem diese 
Resistenzen gegenüber den Phagozyten entwickeln. Infektiöse Pathogene, die durch Einlagern 
in Makrophagen der Immunantwort entkommen, umfassen einige schwer zu behandelbare 
Krankheiten, wobei besonders das mycobacterium tuberculosis (TB) zu erwähnen ist. Im 
Jahre 2013 entwickelten ca. neun Millionen Menschen weltweit das Krankheitsbild der 
Tuberkulose, wobei 1.5 Millionen der Krankheit erlagen (1.2 Millionen in 2012, Abbildung 5-
28).
[252,253]
 Grund hierfür ist unter anderem die zunehmende Multiresistenz des Bakteriums 
gegenüber den klinisch angewandten Therapeutika. Im Jahre 2013 meldeten 84 Länder 
weltweit verschiedenste Fälle von multiresistenter Tuberkulose (MDR-TB).
[252]
 Diese 
Multiresistenzen reduzieren dabei die Hoffnung auf eine Eliminierung dieser Krankheitsbilder 
durch immunologische oder pharmakologische Behandlung. Das hier beschriebene 
Bindungsverhalten des hairpin Peptids P2 bezüglich der Makrophagen könnte also als 
Transport-System („Carrier“) genutzt werden, um klinisch relevante TB-Wirkstoffe, wie 
Levofloxacin durch die Konjugation mit dem Peptid zur Makrophage zu transportieren. 
Nachfolgend wird daher diese Konjugation untersucht und diskutiert. Weitere 
Krankheitsbilder, bei welchen der Host durch Nisten in den Makrophagen der Immunantwort 
entflieht, sind für Bakterienstämme beispielsweise Milzbrand
[254]
, typhoidale und nicht-
typhoidale Salmonellen
[255]
 und sämtliche Chlamydien-Spezies.
[256]
. Auch in Protozoen
[257]
, 
Fungi
[258]
 und viralen Erkrankungen ist dieser Verlauf bekannt.
[244,259]
 
 
122 5. Anwendung der Peptide in der Durchflusszytometrie 
 
 
 
Abbildung 5-28: Schematische Darstellung neu-registrierter MDR-TB Fälle im Jahr 2012, herausgegeben von 
der World Health Organization (WHO).
[260] 
5.7 Anbindung eines Tuberkulose Wirkstoffes an -hairpin Peptide 
 
Die starke Anbindung des FITC-markierten Peptids P34a an Monozyten in den zuvor 
diskutierten Durchflusszytometrie Experimenten legt den Ansatz nahe, dass die designten -
hairpin Peptide als Carrier für Tuberkulose-Wirkstoffe zu Nutzen sind. Abbildung 5-29 zeigt 
die chemischen Strukturen einiger, klinisch relevanter Tuberkulose-Wirkstoffe, wobei hier 
zwischen first- und second line-Wirkstoffen unterschieden wird.
[261]
 Bei first line-Wirkstoffen 
handelt es sich um jene Wirkstoffe, die die höchste Aktivität gegenüber dem myobacterium 
tuberculosis aufweisen. Diese werden in der Regel bei Patienten eingesetzt, welche erstmals 
mit TB-Wirkstoffen behandelt werden. Alle weiteren Wirkstoffe werden als second line 
bezeichnet, welche vor allem dann zum Einsatz kommen, wenn sich bereits Resistenzen 
gegenüber den first-line Drugs aufzeigen.  
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Abbildung 5-29: Strukturen der klinisch relevanten TB-Medikamente, unterteilt in first- und second-line-
Wirkstoffe.
[252] 
Zur Konjugation der Wirkstoffe an das hairpin-Peptid P2, mit welchem die zuvor diskutierten 
Durchflusszytometrie Experimente durchgeführt wurden, sind mehrere Ansätze denkbar, die 
nachfolgend diskutiert werden. 
5.7.1 Kovalente Anbindung von Levofloxacin 
 
Für die kovalente Anbindung wurde Levofloxacin als Wirkstoff gewählt, da die im Molekül 
bereits vorhandene Carbonsäure durch Ausbildung einer Amidbindung am N-Terminus des 
Peptids unter SPPS-Bedingungen erfolgen kann.
[262]
 Levofloxacin gehört zur Gruppe der 
Fluoro-Chinolone und wird als Breitband-Antibiotikum eingesetzt. Dabei zeigt es Aktivität 
gegenüber Gram-positiver als auch Gram-negativer Bakterien, die sich signifikant vom 
racemischen Vorläufer, dem Ofloxacin, unterscheidet. Als Wirkmechanismus wird die 
Inhibition von Typ II Topoisomerasen, welche für das DNA-Supercoiling verantwortlich sind, 
angenommen. Clamydien und Pneumokokken zeigen eine hohe Empfindlichkeit gegenüber 
dem Wirkstoff.
[263]
 Häufige Nebenwirkungen von Lexofloxacin-Therapien sind Übelkeit, 
Durchfall und erhöhte Leberenzymwerte. Auch über die erhöhte Expression von Matrix-
Metallproteasen wurde berichtet, was in einer reduzierten Festigkeit von Sehnen und Bändern 
resultiert.
[264,265]
 Analog zur FITC-Markierung in Schema 5-1 wurde dazu die 14 AS Sequenz 
von P2 mit drei Lys-Einheiten am N-Terminus erweitert, um eine Wechselwirkung des 
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Levofloxacins mit dem Peptidrückgrat zu vermeiden. An das N-terminale Lys
a
 in 57 wurde 
das Levofloxacin unter Standardbedingungen erfolgreich gekuppelt. Nach Disulfid-Oxidation 
und Aufreinigung kann die erfolgreiche Konjugation in P35 massenspektrometrisch, als auch 
NMR-spektroskopisch nachgewiesen werden (Abbildung 5-30).
[266]
 
 
Abbildung 5-30: Synthese der Levofloxacin-funktionalisierten Peptids P35: Nach Anbringung eines Lys-Tags 
in 57, wurde Levofloxacin an den N-Terminus des Peptids gekuppelt. NMR-spektroskopische Analyse kann 
bewiesen werden, dass der Wirkstoff quantitativ an das Peptid P35 gebunden ist. (Peptid zeigt charakteristisches 
Signal im 
19
F-NMR-Spektrum). 
5.7.2 Reversible Anbindung von Levofloxacin und Cylcoserin 
 
Eine weitere Möglichkeit zur Konjugation des Wirkstoffes mit dem Peptid ist die reversible 
Veresterung über Boronsäure/Boroxol-Einheiten mit einem vicinalen Diol (Schema 5-2).
[97]
 
 
Schema 5-2: Boronsäureveresterung am Beispiel der Reaktion zwischen Phenylboronsäure und Catechol. 
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Bei der Veresterung einer Boronsäure mit einem vicinalen Diol ist die Wahl des 
Lösungsmittels von entscheidender Bedeutung. Wie in Schema 5-2 gezeigt, handelt es sich 
bei der Vesterungsreaktion um eine Gleichgewichtsreaktion, bei der im Zuge der Reaktion 
zwei Äquivalente Wasser freigesetzt werden, sodass diese Reaktion nicht im wässrigen 
Milieu durchgeführt werden kann. Die Reaktion muss also in einem organischen 
Lösungsmittel, wie beispielsweise DMSO oder Chloroform stattfinden. Eine weitere 
Möglichkeit der reversiblen Veresterung neben den Boronsäure ist die Anwendung von 
Benzoboroxolen. Dieses Strukturmotiv enthält neben einem Phenylring einen annelierten 
Oxaborol-Ring.
[197,267–269]
 Ein entscheidender Unterschied der Benzoboroxole zur verwandten 
Boronsäure ist der deutlich niedrigere pKs-Wert von 7.34 im Vergleich zu 8.80 für die 
Phenylboronsäure.
[269,270]
 Bei Umsetzung mit einem vicinalen Diol bildet sich eine Boronat-
Struktur aus (Schema 5-3). Aufgrund der starken Diol-Bindung dieses Strukturmotivs können 
Benzoboroxole in der Fruktose-Sensorik eingesetzt werden.
[271]
  
 
Schema 5-3: Boronsäureveresterung am Beispiel der Reaktion zwischen Benzoboroxol und Catechol. 
Zur reversiblen Veresterung der Wirkstoffe Levofloxacin und D-Cycloserin sind zwei 
retrosynthetische Ansätze denkbar. Hier werden entweder das Peptid mit einem vicinalen Diol 
und der Wirkstoff als Boronsäure/Boroxol funktioniert oder umgekehrt. Es wurde der Ansatz 
der Diol-Funktionalisieung des Peptids und der Boronsäure/Boroxol-Funktionalisierung des 
Wirkstoffs gewählt, da in der Arbeitsgruppe Geyer das Dipeptid-Mimetikum Hot=Tap bereits 
ausgiebig auf dessen Boronsäure-bindenden Eigenschaften in einer Peptid-Umgebung 
untersucht wurde.
[197,198]
 Das Peptid P2 wurde dazu N-terminal mit Hot=Tap funktionalisiert, 
analog zur Levofloxacin-Anbindung in P35. Da Levofloxacin neben der Carbonsäure keine 
reaktive Position besitzt, die einfach adressiert und in wenigen Stufen in das entsprechende 
Benzoboroxol überführt werden kann, wurde zunächst Desmethyl-Levofloxacin 59 aus dem 
9,10-Difluoro-Levofloxacin-Vorläufer 58 synthetisiert. Desmethyl-Levofloxacin 59 kann in 
einer nukleophilen, aromatischen Substitutionsreaktion mit 1,4-Piperazin in einer Stufe 
erhalten werden. Anschließende Voraktivierung der Benzoboroxol-Carbonsäure 60 mit 
anschließender Zugabe des Desmethyl-Levofloxacins 59 lieferte das Levofloxacin-Boroxol-
Addukt 60 (Schema 5-4). 
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Schema 5-4: Synthese des Benzoboroxol-funktionalisiertem-Levofloxacin 61: Ausgehend von 58 konnte 
Desmethyl-Levofloxacin 59 in einer nukleophilen aromatischen Substitution erhalten werden. Anschließende 
Umsetzung mit voraktivierten der Benzoboroxol-Carbonsäure 60 lieferte 61. 
Die Versterungsreaktion zwischen dem Levofloxacin-Boroxol 61 und dem N-terminal 
Hot=Tap funktionalisiertem Peptid P36 wurde unter physiologischen Bedingungen in NMR-
Maßstab durchgeführt (Abbildung 5-31). 
 
Abbildung 5-31: NMR-spektroskopische Analyse (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 7.0 der 
Boroxol-Veresterung von 61 mit dem Hot=Tap Peptid P36. Aus der Lage der Signale kann keine eindeutige 
Aussage über den Umsatz der Boronat-Bildung getroffen werden.  
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In einer zuvor durchgeführten pH-Wert-abhängigen Titration analog zu P2 wurde zunächst 
bestätigt, dass sich auch die Sekundärstruktur des Peptids bei diesem pH-Wert 
ausbildet (Abbildung 4-37). Die NMR-spektroskopische Analyse der reversiblen Veresterung 
des Peptids P36 mit dem Levofloxacin-Derivat 61 ist in Abbildung 5-31 gezeigt. Beide 
Verbindungen wurden in einem theoretisch äquimolaren Verhältnis bei pH 7 vorgelegt, wobei 
durch Integration charakteristischer Signale bestimmt werden kann, dass das Levofloxacin-
Derivat 61 in leichtem Überschuss vorliegt. Ursache hierfür könnte der nicht-quantifizierbare 
TFA-Gehalt beider Verbindungen sein. Um nun aus Abbildung 5-31 eine Aussage über den 
Umsatz der Boronat-Bildung treffen zu können, müssen die relevanten Levofloxacin und 
Boroxol-Signale mit den Edukt-Spektren verglichen werden, was in Abbildung 5-32 gezeigt 
ist.
[266]
 
 
Abbildung 5-32: NMR-spektroskopische Analyse (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 7.0) der 
Boroxol-Veresterung von 61 mit dem Hot=Tap Peptid P36. Im Vergleich mit den Edukt-Spektren des 
Peptids P36 (unten), sowie dem Boroxol 61 (mittig) zeigt sich, dass sich die Signal-Aufspaltungen der 
relevanten Boroxol- und Levofloxacin-Protonen verändern, sobald das Peptid zugegeben wurde (oben). 
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Aus Abbildung 5-32 kann ein Umsatz nicht eindeutig bestimmt werden. Die Signallage, 
sowie deren Multiplizitäten ändern sich im Zuge der Umsetzung des Boroxols 61 mit dem 
Peptid P36. Auch für die benzylischen Protonen des Boroxols wird ein zweiter Signalsatz 
erhalten, da sich dieser jedoch sehr nahe an der eingestrahlten Messfrequenz der Watergate-
Wasserunterdrückung befindet, kann dieser Umsatz nicht quantifiziert werden.  
Auch bei der Funktionalisierung von D-Cycloserin 62 kann vom Benzoboroxol 60 
ausgegangen werden. Hierzu wurde D-Cycloserin 62 zunächst am primären Amin Fmoc 
geschützt, bevor das Isooxazolidinon auf 2-CTC-Harz geladen wurde 64. Anschließend wurde 
die Amin-Schutzgruppe entfernt und die Benzoboroxol-Carbonsäure 60 an das Amin 
gebunden. Abspaltung vom polymeren Träger liefert schließlich das Dipeptid 65, welches 
analog zum vorhergehenden Experiment mit dem Peptid P36 reversibel verestert werden kann 
(Schema 5-5). 
 
Schema 5-5: Synthese des D-Cycloserin-Benzoboroxol Dipeptids 65: Fmoc-Schützung von D-Cycloserin 62 
lieferte 63, welches anschließend am Isooxazolidinon-Stickstoff an den polymeren Träger gebunden wurde. 
Nach Abspaltung der N-terminalen Schutzgruppe mit 20% Piperidin in DMF wurde die Benzoboroxol-
Carbonsäure 60 auf das freie Amin gekuppelt. Nach saurer Abspaltung vom Harz konnte das Dipeptid 65 
erhalten werden, was weiterführend in NMR-Experimenten zur Veresterung mit dem Hot=Tap Peptid P36 
verwendet wurde. 
Bei der äquimolaren Umsetzung des Boroxols 65 mit dem Hot=Tap Peptid P36 konnte NMR-
spektroskopisch kein Umsatz festgestellt werden (Abbildung 5-33).  
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Abbildung 5-33: NMR-spektroskopische Analyse (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 7.0) der 
Boroxol-Veresterung von 65 mit dem Hot=Tap Peptid P36. Im Vergleich mit den Edukt-Spektren des Peptids 
P36 (unten), sowie dem Boroxol 65 (mittig) zeigt sich, dass kein Umsatz stattgefunden hat. 
Zusammenfassend lässt sich zu der hier gezeigten Strategie sagen, dass die reversible Chemie 
der Boronat-Bildung zur Konjugation von Tuberkulose-Wirkstoffe an das Peptid geeignet ist. 
Der Umsatz der Veresterung unter physiologischen Bedingungen ist dabei stark vom Substrat 
abhängig. Um diese Systeme in den PBMCs testen zu können, sollte weiterführend die 
Hydrolyse der Boronate auf NMR-Basis untersucht werden. Die Peptidkonjugate sollen 
zukünftig in Tuberkulose-Laborstudien an der Rutgers University angewendet werden. 
Aktuell liegen hierzu noch keine biologischen Ergebnisse vor.
[244]
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6. Modifizierung der Lys
7
-Seitenkette 
6.1 Synthese von Hypusin-haltigen Peptiden 
 
Da ein beachtlicher Anteil des natürlich vorkommenden eif5A in der hydroxylierten, also 
Hypusin-funktionalisierten Form vorliegt, könnten Hypusin-haltige -hairpin Peptide als 
Inhibitoren der Hydroxylase dienen. Die flexible Seitenkette könnte zudem zum Mapping der 
active-site der Hydroxylase dienen. Aus diesem Grund wurde die Synthese eines SPPS-
geeigneten L-Hypusin-Bausteins untersucht.
[16,58]
 Dabei sind mehrere Ansätze bereits 
literaturbekannt
[16,223,272–276]
, wobei jedoch ausschließlich der von Deshayes et al. im Jahre 
2015 publizierte Ansatz zur Verbindung 87 führt, die mit entsprechenden Schutzgruppen 
direkt in der Peptidsynthese eingesetzt werden kann (Schema 6-1).
[277]
 
 
Schema 6-1: Retrosynthetische Ansätze zur Darstellung von Festphasenpeptidsynthese geeignetem Fmoc-L-
Hpu(tBu, Boc)-OH bzw. Fmoc-L-Hpu(TBS, Boc)-OH 87. Beide Ansätze sind bereits in der Fachliteratur 
bekannt, wobei die Darstellung ausgehend von Cbz-L-Lys-OBn 71 und (S)-(+)-Epichlorhydrin mit 
anschließender Kettenverlängerung durch Cyanid-Substitution des Chlorids nicht ein entsprechend orthogonal, 
geschütztes, für SPPS-geeignetes Derivat.
[275,276]
 Die 2015 von Deshayes et. al. publizierte Methode verwendet 
eine reduktive Aminierung des identischen L-Lysin-Derivats mit einem Halbaminal 68, welches ausgehend von 
(S)-4-Amino-2-Hydroxybuttersäure 66 erhalten werden kann.
[277,278]
 Da bei dieser Methode die Stereochemie des 
Alkohols erhalten bleibt, muss die reduktive Aminierung mechanistisch durch den offenkettigen Aldehyden II 
erfolgen.
[277,279] 
Der bereits 2001 publizierte Ansatz von Bergeron et. al. liefert das komplett entschützte L-
Hypusin-Derivat. Hierbei wird vom L-Lysin-Derivat ausgegangen, welches mit (S)-(+)-
Epichlorhydrin umgesetzt wird. Das terminale Chlorid wird anschließend durch Cyanid 
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substituiert, um die gewünschte Länge der Seitenkette zu erhalten. Hydrogenolytische 
Abspaltung der Benzyl-Schutzgruppen mit gleichzeitiger Reduktion des Nitrils zum Amin 
liefert schließlich das L-Hypusin-Derivat.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Route von Deshayes et al. näher untersucht.
[277]
 
Schlüsselschritt dieser Route ist die reduktive Alkylierung der L-Lysin-Seitenkette von 71 mit 
dem Halbaminal 68 unter Erhalt der Stereochemie des sekundären Alkohols. Das Halbaminal 
kann in einer vierstufigen Synthese ausgehend von (R)-4-Amino-2-Hydroxybuttersäure 66 
erhalten werden.
[277,280,281]
 Das entsprechende Derivat mit einer TBS-Schutzgruppe am 
sekundären Alkohol zersetzte sich bei der LAH-Reduktion. Da das entsprechende (S)-Isomer 
der 4-Amino-2-Hydroxybuttersäure 66. kommerziell wesentlich günstiger erhältlich ist, 
wurde zunächst mit diesem Substrat die Syntheseroute getestet. Die Synthese des 
Halbaminals ist in Schema 6-2 gezeigt. 
 
Schema 6-2: Synthese von des Halbaminals 68 nach Deshayes et al.
[277]
: Ausgehend von (S)-4-Amino-2-
Hydroxybuttersäure 66 wurde zunächst durch Zylisierung das 2-Pyrrolidinon-Gerüst 67 erhalten. Nach der 
Schützung des sekundären Alkohols und des Amins wurde mittels LAH-Reduktion das Halbaminal 68 erhalten. 
Dieses wurde unmittelbar umgesetzt und erwies sich als nicht lagerbar. 
Ausgehend vom Halbaminal 68 wurde in einer Testreaktion mit n-Propylamin 69 der 
Schlüsselschritt der reduktiven Aminierung untersucht. Das gewünschte Produkt 70 konnte in 
36% Ausbeute erhalten werden (Schema 6-3). 
 
Schema 6-3: Testreaktion zwischen n-Propylamin 69 und dem Halbaminal 68: Die reduktive Aminierung 
konnte erfolgreich durchgeführt werden.  
Da mittels dieser Testreaktion jedoch keine Aussage über den stereochemischen Verlauf der 
reduktiven Aminierung getroffen werden kann, wurde die Reaktion anschließend an Cbz-L-
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Lys-OBn 71 durchgeführt. Sollte es im Zuge der reduktiven Alkylierung zur einer 
Epimerisierung des sekundären Alkohols kommen, so sollten, aufgrund der stereochemischen 
Integrität der -Aminosäure, im 1H-NMR-Spektrum des entsprechenden Produktes 72 zwei 
Diastereomere zu identifizieren sein (Schema 6-4). 
 
Schema 6-4: Darstellung von Cbz-L-Hpu(tBu, Boc)-OBn 72 ausgehend von einer reduktiven Alkylierung von 
Cbz-L-Lys-OBn 71 mit dem Halbaminal 68. Da die stereochemische Integrität des sekundären Alkohols laut 
1
H-
NMR-Spektroskopie erhalten bleibt, kann mechanistisch von einer reduktiven Alkylierung des entsprechend 
offenkettigen Aldehyden ausgegangen werden. 
Die stereochemische Integrität des sekundären Alkohols in 68 blieb im Zuge der reduktiven 
Alkylierung erhalten, was mittels 
1
H-NMR Spektroskopie bewiesen werden konnte. Von den 
Autoren dieser Synthese wurde zusätzlich Size Exclusion Chromatography genutzt, um die 
Stereochemie von Cbz-L-Hpu(tBu, Boc)-OBn 72 zu bestätigen.
[277]
 Basierend auf diesen 
Befunden kann davon ausgegangen werden, dass die reduktive Alkylierung in dieser Reaktion 
vom azyklischen Aldehyden II und nicht dem entsprechenden zyklischen N-Acyliminiumion 
III ausgeht. Eine mechanistische Betrachtung ist in Schema 6-5 gezeigt. Zusätzlich zum L-
Hypusin-Derivat 72 konnte als Nebenprodukt das reduzierte Pyrrolidin-Derivat 73 isoliert 
werden, was durch Reduktion des N-Acyliminiumions mechanistisch erklärt werden 
kann.
[277,279]
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Schema 6-5: Möglicher Mechanismus der reduktiven Aminierung zum L-Desoxyhypusin-Derivat 72: Das 
Halbaminal 68 liegt im chemischen Gleichgewicht mit dem entsprechenden -chiralen Aldehyden II, welcher 
anschließend die Iminbildung und reduktive Alkylierung mit dem -Amin der Lysin-Seitenkette eingeht.[277,279] 
Aufgrund der geringen Ausbeute und der Bildung des Nebenproduktes 73 wurde diese 
Syntheseroute nicht weiter untersucht. Aus dem geschützten L-Hypusin-Derivat 72 wurde in 
einer zweistufigen Synthese das komplett entschützte L-Hypusin 74 erhalten, was im Jurkat-
2D10 HIV-System getestet wurde. Die Synthese ist in Schema 6-6 gezeigt. 
 
Schema 6-7: Darstellung des komplett entschützten L-Hypusins 74 mittels hydrogenolytischer Spaltung der 
Benzyl-Schutzgruppen und anschließender Abspaltung der Boc-Schutzgruppen durch HCl in Et2O.  
Im Jurkat 2D10 HIV-System konnte kein Einfluss der Virusexpression des Hypusins 
festgestellt werden. Es konnte keine Zytotoxizität beobachtet werden. Die Auftragungen von 
P1-Viabilität und GFP Expression sind in Abbildung 6-1 gezeigt. 
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Abbildung 6-1: Untersuchung des Effekts von H-L-Dhu-OH∙3HCl 74 im Jurkat 2D10 HIV-System. Es wird 
deutlich, dass die Behandlung der Zellen mit Verbindung 74 keinen Effekt auf die GFP-Expression in 
unstimulierten, sowie TNF--stimulierten 2D10-Zellen  und damit auf die Virusexpression hat. Es konnte keine 
Zytotoxizität im DotBlot festgestellt werden. Die prozentualen Anteile sind aus der SSC vs. FSC Auftragung 
ausgelesen und unterscheiden sich nur unwesentlich von den Messwerten aus den B530A-Histogrammen. 
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6.2 Synthese von Desoxyhypusin-haltigen Peptiden  
 
Die nahezu quantitative Umsetzung von aminobutyliertem eif5A zur hydroxylierten Form 
durch DOHH impliziert den Ansatz, dass aminobutylierte bzw. Desoxyhypusin-haltige -
hairpin Peptide als Inhibitoren der Hydroxylase dienen können. Aus diesem Grund wurde 
eine Synthese zum orthogonal geschützten Fmoc-L-Desoxyhypusin (Fmoc-L-Dhu(Boc, Boc2)-
OH 87 entwickelt. Zwei Ansätze sind dabei möglich, wobei der Ansatz der reduktiven 
Aminierung bereits in der Fachliteratur bekannt ist.
[282]
 In dieser Publikation wurde allerdings 
die Synthese nur bis zur komplett entschützten Aminosäure durchgeführt.
[21]
 Eine orthogonale 
Schutzgruppen-Strategie, die den Einsatz in der Festphasenpeptidsynthese erst möglich 
macht, wurde von den Autoren nicht untersucht (Schema 6-8). 
 
Schema 6-8: Retrosynthetische Ansätze zur Darstellung von Festphasenpeptidsynthese geeignetem Fmoc-L-
Dhu(Boc, Boc2)-OH bzw. Fmoc-L-Dhu(Boc, Phthal)-OH. Dabei sind zwei Ansätze denkbar: Eine reduktive 
Aminierung mit zweifach Boc-geschütztem 4-Aminobutyraldehyd 76 am -Amin eines orthogonal geschützten 
L-Lysin-Derivats oder eine Mitsunobu-Reaktion zwischen einem am -Amin nosylierten, orthogonal geschützten 
L-Lysin-Derivats 81 und einem geschützten 4-Amino-1-Butanol-Derivat 80. Abschließende hydrogenolytische 
Abspaltung der Benzyl-Schutzgruppen und darauffolgende Fmoc-Schützung des N-Terminus soll schließlich die 
SPPS-geeignete Aminosäure 87 liefern. 
Die reduktive Aminierung geht von N- und C-terminal Benzyl-geschütztem L-Lysin 72 aus, 
welches mit zweifach Boc-geschütztem 4-Amino-1-butyraldehyd 76 umgesetzt wird. Das 
entstehende sekundäre Amin muss dann in der Folgereaktion ebenfalls Boc geschützt werden, 
bevor die hydrogenolytische Abspaltung der Benzyl-Schutzgruppen und eine anschließende 
Fmoc-Schützung die Synthese komplettiert. Die zweite Syntheseroute beginnt mit identischer 
Schutzgruppen-Strategie für N- und C-Terminus, zusätzlich wird das -Amin durch 
Nosylierung in 81 für eine Mitsunobu-Reaktion aktiviert. Diese soll mit einem zweifach 
geschützten 4-Amino-1-Butanol Derivat 80 durchgeführt werden. Anschließende 
hydrogenolytische Abspaltung der Benzyl-Schutzgruppen mit darauffolgender Fmoc-
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Schützung soll schließlich den gewünschten Baustein für die Festphasenpeptidsynthese 87 
liefern.  
Beide Syntheserouten werden nachfolgend mit ihrem jeweiligen Schlüsselschritt der 
Verlängerung der Seitenkette untersucht. Dabei wurde der Schlüsselschritt in entsprechenden 
Testreaktionen auf kommerziell erhältliche Substrate vereinfacht, um direkt eine Aussage 
über den Erfolg dieser Route erhalten zu können, ohne vorher die aufwändigen Edukte 
mehrstufig darstellen zu müssen.  
 
Schema 6-9: Schlüsselschritt und Testreaktion zur Syntheseroute der reduktiven Aminierung. Der 
entsprechende, zweifach Boc-geschützte 4-Aminobutyraldehyd 76 kann in einer dreistufigen Synthese 
ausgehend von 4-Amino-1-butyraldehyd-Diethylacetal 75 in einer literaturbekannten Route erhalten werden. Da 
die Testreaktion zwischen dem Aldehyden 76 und n-Propylamin 69 nicht erfolgreich durchgeführt werden 
konnte, wurde dieser Ansatz nicht weiter verfolgt. 
Ausgehend von kommerziell erhältlichem 4-Amino-1-butyraldeyd-Diethylacetal 75 wurde 
das primäre Amin zunächst Boc geschützt, bevor mit s-Butyllithium und Boc-Anhydrid das 
entsprechende Imid gebildet wurde. Mittels wässriger Essigsäure wurde das Acetal 
säurekatalytisch gespalten und der Aldehyd 76 wird erhalten.
[283–285]
 In einer Testreaktion mit 
n-Propylamin 69 konnten keine geeigneten Bedingungen (Variation von Lösungsmittel, 
Temperatur, pH-Wert und Reduktionsmittel) für ausreichenden Umsatz erhalten werden, 
weshalb dieser Ansatz nicht weiter verfolgt wurde. Als Nebenreaktion konnte die Oxidation 
des Aldehyds 76 beobachtet werden (Schema 6-9). 
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Der zweite Ansatz umfasst eine Mitsunobu-Alkylierung am nosylierten -Amin eines Benzyl-
geschützten L-Lysin Derivats 71 als Schlüsselschritt. Die Alkylierung sollte dabei mit einem 
zweifach Boc-geschütztem 4-Amino-1-butanol-Derivats 80 erfolgen, welches in einer 
fünfstufigen Synthese ausgehend von -Aminobuttersäure 79 erhalten werden 
kann (Schema 6-10).
[284–286]
 
Eine Testreaktion zwischen nosyliertem n-Propylamin 82 und dem entsprechenden 4-Amino-
1-butanol Derivat 80 konnte erfolgreich durchgeführt werden, wobei die Ausbeute durch den 
Einsatz von Mikrowellen-Bedindungen effektiv gesteigert werden konnte. 
 
Schema 6-10: Testreaktion und Schlüsselschritt der retrosynthetischen Darstellung von Fmoc-L-Dhu(Boc, 
Boc2)-OH mittels Mitsunobu-Reaktion. Das entsprechende 4-Amino-1-butanol Derivat 80 kann in einer 
literaturbekannten Route in fünf Stufen ausgehend von -Aminobuttersäure 79 erhalten werden. Die Alkylierung 
soll dann an einem -nosyliertem L-Lysin Derivat 81 erfolgen. Da die Testreaktion zwischen nosyliertem n-
Propylamin 83 und dem 4-Amino-1-butanol Derivat 80 unter Mikrowellen-Bedingungen zu Verbindung 84 
erfolgreich durchgeführt werden konnte, wurde dieser Ansatz weiter untersucht und auf das entsprechende -
nosylierte L-Lysin Derivat 81 übertragen. 
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Schema 6-11 fasst die Schritte der Kettenverlängerung am entsprechenden L-Lysin Derivat 85 
zusammen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Schema 6-11: Kettenverlängerung vom L-Lysin-Derivat 81 zum entsprechenden L-Desoxyhypusin-Derivat 82. 
Zweifach Boc-geschütztes 4-Amino-1-Butanol 80 kann in einer literaturbekannten Synthese von -
Aminobuttersäure 79 erhalten werden. Schlüsselschritt dieser Route ist die Mitsunobu-Reaktion zwischen den 
Verbindungen 79 und 81. Das entsprechende L-Desoxyhypusin-Derivat 82 konnte in guter Ausbeute und 
Reinheit erhalten werden. Eine hydrogenolytische Abspaltung der Benzyl-Schutzgruppen von 82 war nicht 
möglich, da gleichzeitig die Nitrogruppe der Nosyl-Schutzgruppe zum entsprechenden Anilin reduziert wurde. 
An dem Anilin-Derivat 85 konnte schließlich keine nukleophile aromatische Substitution mit Thiolen 
durchgeführt werden, um die Nosyl-Schutzgruppe abzuspalten. Daher musste die Schutzgruppenstrategie 
umgestaltet werden. 
Ausgehend von -Aminobuttersäure 79 wurde zunächst der Methylester gebildet und 
anschließend das Amin unter nukleophiler Aktivierung zweifach Boc-geschützt. Verseifung 
des Esters lieferte die Carbonsäure in 58% Ausbeute über vier Stufen. Mittels 
Ethylchloroformiat (ECF) wurde das gemischte Anhydrid gebildet und darauffolgend mittels 
Natriumborhydrid zum 4-Amino-1-Butanol Derivat 80 reduziert.
[283–285]
 Das entsprechende 
Cbz-L-Lys(Ns)-OBn 81 wurde ausgehend von Cbz-L-Lys(Boc)-OH in drei Stufen mit 51% 
Ausbeute dargestellt.
[287,288]
 Die Mitsunobu-Reaktion als Schlüsselschritt dieser Syntheseroute 
wurde unter Mikrowellen-Bedingungen durchgeführt.
[289,290]
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Die Mitsunobu-Reaktion in Lösung lieferte nach fünf Tagen Reaktionszeit vollständigen 
Umsatz, wobei das beim Einsatz von Diisopropyldiazocarboxylat (DIAD) als Reagenz das 
Produkt 82 auch noch säulenchromatographischer Aufreingung noch mit dem entsprechenden 
Abbau-Produkt des Hydrazin-Dicarboxylats verunreinigt war. Nach Anwendung von 
Mikrowellen-Bedingungen (Pmax, 100 °C) konnte bereits nach 45 Minuten vollständiger 
Reaktionsumsatz mittels 
1
H-NMR Analyse des Rohproduktes festgestellt werden.
[175,289–291]
 
Das isolierte und aufgereinigte L-Desoxyhypusin-Derivat 82 war jedoch ebenfalls mit dem 
Hydrazin-Dicarboxylat verunreinigt. Es wurden weitere Mitsunobu-Reagenzien 86a-b 
ausgetestet (Schema 6-12). 
 
Schema 6-12: Optimierung der Mitsunobu-Reaktion: Unter Mikrowellen-Bedingungen konnte bereits nach 
45 Minuten vollständiger Umsatz festgestellt werden. Durch den Einsatz von DBAD 86b statt DIAD als 
Reagenz konnte das Produkt in identischer Ausbeute, jedoch ohne Hydrazin-Dicarboxylat Verunreinigung 
erhalten werden. 
Mit Di-tert-butyl-diazocarboxylat (DBAD) 86b konnte ein Reagenz gefunden werden, dass 
ebenfalls vollständigen Umsatz gewährleistete und dessen Abbauprodukt zusätzlich noch 
säulenchromatographisch abtrennbar war. Die hydrogenolytische Spaltung der Schutzgruppen 
von Cbz-L-Dhu(Boc, Ns)-OBn 82 lieferte neben der entschützten Aminosäure auch die 
Reduktion der Nitrogruppe der Nosyl-Schutzgruppe zum Anilin in Verbindung 85. Aus 
diesem Grund musste die Schutzgruppenstrategie variiert werden. In einer nukleophilen, 
aromatischen Substitution wurde die Nosyl-Schutzgruppe mittels Thiophenol zu 86 
abgespalten und anschließend das sekundäre Amin Boc geschützt. Hydrogenolytische 
Spaltung der Benzyl-Schutzgruppe und darauffolgende Fmoc-Schützung des -Amins lieferte 
schließlich das SPPS-kompatible Derivat 87 in einer Gesamtausbeute von 13% über zehn 
Stufen (längste lineare Synthese) erhalten werden (Schema 6-13).  
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Schema 6-13: Abspaltung der Nosyl-Schutzgruppe am sekundären Amin von Desoxyhypusin-Derivat 85: 
Mittels nukleophiler, aromatischer Substitution wurde die Nosyl-Schutzgruppe in guter Ausbeute in 86 entfernt. 
Anschließend wurde das sekundäre Amin SPPS-kompatibel Boc-geschützt, es folgten die hydrogenolytische 
Abspaltung der Benzyl-Schutzgruppe, sowie die abschließende Fmoc-Schützung des N-Terminus zu 87.  
Der erhaltene Baustein 87 wurde unter Standardbedingungen in der automatisierten 
Festphasenpeptidsynthese eingesetzt. Nach Abspaltung vom polymeren Träger wurde das 
Peptid in wässrigem Ammoniumcarbonat-Puffer zum intramolekularen Disulfid oxidiert 
(Schema 6-14). 
 
Schema 6-14: Anwendung des erhaltenen Fmoc-L-Dhu(Boc2, Boc)-OH 87 in der automatisierten 
Festphasenpeptidsynthese. Das Rohprodukt der Synthese wurde anschließend in wässrigem 
Ammoniumcarbonat-Puffer oxidiert, bevor das Oxidationsprodukt mittels rp-HPLC aufgereinigt und mittels 
NMR-Spektroskopie analysiert wurde. 
Beim Einsatz des Bausteins 87 in der Peptidsynthese konnte festgestellt werden, dass dieser 
im Rahme der automatisierten Peptidsynthese keinerlei Reaktivität zeigte. Es konnte lediglich 
eine Deletionsmutante des gewünschten Peptids isoliert und charakterisiert werden. Daraufhin 
wurde Verbindung 87 komplett zu 88 entschützt (Schema 6-15), um diese im Jurkat 
Zellsystem untersuchen zu können (Abbildung 6-2). 
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Schema 6-15: Darstellung von komplett entschütztem H-L-Dhu-OH∙3HCl 88: Nach hydrogenolytischer 
Abspaltung der Benzyl-Schutzgruppen von Verbindung 87 wurden die Boc-Schutzgruppen mit HCl in Et2O 
abgespalten, um den Einsatz zytotoxischer TFA zu vermeiden. 
 
Abbildung 6-2: Untersuchung des Effekts von H-L-Dhu-OH∙3HCl 88 im Jurkat 2D10-HIV System. Es wird 
deutlich, dass die Behandlung der Zellen mit Verbindung 88 keinen Effekt auf die GFP-Expression in 
unstimulierten, sowie TNF--stimulierten 2D10-Zellen und damit auf die Virusexpression hat. Es konnte keine 
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Zytotoxizität im DotBlot festgestellt werden. Die prozentualen Anteile sind aus der SSC vs. FSC Auftragung 
ausgelesen und unterscheiden sich nur unwesentlich von den Messwerten aus den B530A-Histogrammen. 
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Die Inhibition der HIV-Aktivierung durch Thiomaltol 5, als auch die bereits publizierten 
Ergebnisse mit Deferipron 4 und Thio-Deferipron 6, legen den Ansatz der Funktionalisierung 
eines SPPS-kompatiblen Lysin-Derivats am -Amin durch entsprechende Heteroaromaten 
nahe, um peptidgesteuert selektiv den Metallchelator in die aktive Tasche der Hydroxylase 
bringen zu können.
[152,292]
 Retrosynthetisch sind dabei mehrere Ansätze denkbar, die 
nachfolgend diskutiert werden und in Schema 6-16 aufgezeigt sind. Es wurden insgesamt vier 
Methoden untersucht. Methode a basiert auf einer nukleophilen Substitution am -Amin von 
-Fmoc geschütztes L-Lysin mit dem bromierten Maltol-Derivat. Um eine Überalkylierung 
des -Stickstoffs zu vermeiden und um diesen nukleophil zu aktivieren, sollte das -Amin 
nosyliert werden. Vorteil dieser Methode ist, dass direkt das Fmoc-geschützte Aminosäure-
Derivat erhalten wird. Weiterhin kann die Nosyl-Schutzgruppe orthogonal an der Festphase 
mit Ethandithiol und DBU abgespalten werden, sodass keine Änderung der 
Schutzgruppenstrategie notwendig ist. Problematisch bei dieser Methode ist die radikalische 
Bromierung der exozyklischen Methylgruppe des Maltol-Derivats, da diese Derivate in nur 
mäßigen Ausbeuten darstellbar sind und zur Zersetzung neigen.
[135,293]
 Diese Bromierung ist 
nur für das Benzyl-geschützte Maltol-Derivat in der Fachliteratur
[294]
 beschrieben, sodass 
weitergehend eine Entschützungsreaktion des Benzylethers notwendig werden würde, um 
eine säurelabile Schutzgruppe kompartibel und orthogonal zur Strategie der Peptidsynthese 
einführen zu können. Methode b geht von einer allylischen Oxidation des geschützten Maltol-
Derivats aus. Es wird ein Aldehyd erhalten, welcher dann in einer reduktiven Aminierung an 
das Lysin-Derivat angebracht werden sollte. Auch hier ist die allylische Oxidation nur für das 
Benzyl-Maltol literaturbekannt.
[295,296]
 Das entstehende sekundäre Amin muss in einem 
zusätzlichen Reaktionsschritt orthogonal zur Schutzgruppen-Strategie der Peptidsynthese 
geschützt werden. Ausgehend von dem Aldehyden kann Methode C untersucht werden, bei 
welcher der Aldehyd 94 zur Carbonsäure oxidiert wird. Diese kann dann in einer 
Peptidkupplung an das -Amin eines L-Lysin-Derivats gebunden werden. Dabei entsteht ein 
ungewöhnliches Strukturelement eines vinylogen -Ketoamids über deren Stabilität in der 
Fachliteratur nur wenig bekannt ist. Um mögliche Nebenreaktionen an der Fmoc-
Schutzgruppe in den Ansätzen b und c zu vermeiden, wird bei diesen Reaktionen zunächst 
das Cbz-geschützte L-Lysin-Derivat eingesetzt. Methode d basiert auf dem Ansatz einer 
6. Modifizierung der Lys
7
-Seitenkette  143 
 
 
  
Aminolyse des Maltol-Derivats durch das freie -Amin des L-Lysin-Derivats. Diese Reaktion 
ist in der Fachliteratur bekannt und wurde bereits in dieser Arbeit zur Darstellung der 
modifizierten Deferipron-Derivate 4a-c in Kapitel 3 erfolgreich angewandt. Problematisch bei 
dieser Reaktion ist die Notwendigkeit von hohen Temperaturen und einem basischen pH-
Wert, was in einer Epimerisierung der -Aminosäure resultieren könnte. Aufgrund des 
Einsatzes von nukleophilen Basen bei dieser Reaktion wird auch hier das -Cbz-geschützte 
L-Lysin eingesetzt. 
 
Schema 6-16: Retrosynthetische Ansätze zur Darstellung eines Maltol-funktionalisierten L-Lysin-Derivats zum 
Einsatz in der Festphasenpeptidsynthese. a: Nukleophile Subsitution an -Nosyl L-Lysin durch ein bromiertes 
Maltol-Derivat 89. Die Nosyl-Schutzgruppe kann an der Festphase mittels Ethandithiol und DBU selektiv 
abgespalten werden.
[297,298]
 b: Reduktive Aminierung der L-Lysin-Seitenkette mit Aldehyd-funktionalisiertem 
Maltol-Derivat. Eine zusätzliche Einführung einer Schutzgruppe am entstehenden sekundären Amin wird 
notwendig. c: Oxidation des Aldehyden zur Carbonsäure ermöglicht deren Kupplung an die Seitenkette des L-
Lysins. Es entsteht ein vinyloges -Ketoamid, über dessen Stabilität wenig bekannt ist. d: Die Aminolyse von 
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Benzyl-Maltol und primären Amin ist bereits literaturbekannt und wurde auch im Rahmen dieser Arbeit 
untersucht.
[299–301]
 
Nachfolgend werden diese vier Routen mit ihrem jeweiligen Schlüsselschritt untersucht. 
Dabei wurde der Schlüsselschritt in entsprechenden Testreaktionen auf kommerziell 
erhältliche Substrate vereinfacht, um direkt eine Aussage über den Erfolg dieser Methode zu 
erhalten ohne dafür in einer aufwändigen, mehrstufigen Synthese erst das entsprechend 
orthogonal-geschützte Aminosäure-Derivat darstellen zu müssen (Schema 6-17). 
 
Schema 6-17: Untersuchungen zur nukleophilen Substitution: Das bromierte Maltol-Derivat 89 konnte nicht 
erfolgreich dargetellt werden. Die Testreaktion zwischen nosyliertem n-Propylamin 83 und Benzylbromid 92 
konnte mit mäßiger Ausbeute durchgeführt werden.  
Der Ansatz der nukleophilen Substitution (Schema 6-17) beginnt mit einem geschützten 
Maltol-Derivat, hier Benzyl-Maltol 2. Dieses wurde für die Untersuchung dieser 
Syntheseroute gewählt, da die auf die Benzyl-Schützung folgende radikalische Bromierung 
der exozyklischen Methylgruppe mit Azo-bis(isobutyronitril) (AIBN) und N-
Bromsuccinmid (NBS) zu 89 bereits in der Fachliteratur beschrieben wurde.
[295]
 Die 
anschließende nukleophile Substitution sollte an einem Nosyl-aktivierten -Stickstoff eines 
orthogonal-geschützem L-Lysin-Derivats 90 durchgeführt werden, jedoch konnte schon die 
Bromierung nicht in ausreichender Ausbeute reproduziert werden, was unter Umständen auf 
die mangelnde Qualität des Radikalstarters zurückzuführen ist. Nichtsdestotrotz wurde die 
entsprechende Testreaktion aus nosyliertem n-Propylamin 83 und Benzylbromid 92 mit 
mäßiger Ausbeute mit mäßiger Ausbeute erfolgreich durchgeführt. Da aber das entsprechende 
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Maltol-Derivat 89 nicht dargestellt werden konnte, wurde als zweite Syntheseroute eine 
reduktive Aminierung b untersucht (Schema 6-18). 
 
Schema 6-18: Untersuchungen zur reduktiven Aminierung: Rayleigh-Oxidation von Benzyl-Maltol 2 lierferte 
den Aldehyden 94a, welcher anschließend mit Cbz-L-Lys-OMe 95 und Natriumcyanoborhydrid zu Verbindung 
96 reduktiv aminiert werden sollte. Die Testreaktion zwischen n-Propylamin 69 und dem Aldehyden 94 zeigte 
keinen Umsatz. 
Auch diese Syntheseroute startete beim Benzyl-geschützten Maltol 2. Mittels Selendioxid 
konnte die exozyklische Methylgruppe in einer Rayleigh-Oxidation zum Aldehyden 94a in 
44% Ausbeute oxidiert werden. Dieser sollte im Anschluss mit dem -Amin eines orthogonal 
geschützten Lysin-Derivats, hier Cbz-L-Lys-OMe 95, und Natriumcyanoborhydrid bzw. 
Natrium(trisacetoxy)borhydrid zu Verbindung 96 reduktiv aminiert werden. Als Testreaktion 
diente hierbei die reduktive Aminierung des Aldehyden 94a mit n-Propylamin 69. Das 
entsprechende sekundäre Amin 97 konnte nicht isoliert, jedoch konnte beide Edukte reisoliert 
werden, was auch diese Syntheseroute uninteressant werden ließ. Eine Oxidation des 
Aldehyds konnte dabei nicht beobachtet werden. Da jedoch der Aldehyd 69 in akzeptabler 
Ausbeute dargestellt werden konnte, wurde mit der Amidkupplung c eine weitere mögliche 
Syntheseroute studiert, welche in Schema 6-19 dargestellt ist.
[302]
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Schema 6-19: Untersuchungen zur Amidkupplung: Hypochlorit-Oxidation des Aldehyden 94a lieferte die 
Benzyl-geschützte Carbonsäure 98a, welche mit HOBt und HBTU erfolgreich an Cbz-L-Lys-OMe 95 gekuppelt 
werden konnte. Das entstehende Strukturelement des vinylogen -Ketoamids 99 zersetzte sich bei der basischen 
Hydrolyse des Methylesters und lieferte die beiden Edukte 95 und 98. 
Bei der Route der Amidkupplung kam der bereits synthetisierte Aldehyd 94a zum Einsatz. 
Dieser wurde mit Hilfe von Natriumhypochlorit und Amidosulfonsäure zur entsprechenden 
Carbonsäure 98a oxidiert werden. Diese Carbonsäure wurde nun in einer Peptid-Kupplung an 
Cbz-L-Lys-OMe 95 an das freie -Amin gekuppelt. Diese Synthese konnte erfolgreich 
durchgeführt werden und wird nachfolgend in Schema 6-20 detailliert erläutert. 
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Schema 6-20: Syntheseroute zur Amidkupplung: Benzyl-Maltol 2 wurde zunächst in allylischer Position 
oxidiert und der erhaltene Aldehyd 94a in das Carbonsäure-Derivat 94a überführt. Anschließende 
Kupplungsreaktion an Cbz-L-Lys-OMe 95 lieferte 99. Verbindung 99 zeigte aber nur ungenügende 
Basenstabilität, sodass dieses Strukturelement nicht in der Peptidsynthese angewendet werden kann. Die 
Syntheseroute wurde für die entsprechenden Deferipron-Derivate von 3 wiederholt, wobei gefunden werden 
konnte, dass die Oxidation von 94b zur Carbonsäure 98b mit unzureichendem Umsatz erfolgte. 
Der nach Rayleigh-Oxidation erhaltene Aldehyd 94a wurde mit Natriumhypochlorit und 
Amidosulfonsäure erfolgreich in einer guten Ausbeute zur Carbonsäure 98a oxidiert. Diese 
konnte dann mit guter Ausbeute an das -Amin von Cbz-L-Lys-OMe 95 gekuppelt werden. 
Die Rayleigh-Oxidation konnte ebenfalls für das Benzyl-geschützte Deferipron 94b 
durchgeführt werden, jedoch lieferte diese Reaktion deutlich niedrigere Ausbeuten im 
Vergleich zum Maltol-Derivat 94a. Die Oxidation des Deferipron-Aldehyds 94b lieferte 
keinen vollständigen Umsatz und die erhaltene Carbonsäure konnte nicht sauber von dem 
Aldehyden abgetrennt werden. Daher wurde die Amidkupplung nur für das Maltol-Derivat 
98a untersucht, die entsprechende Aminolyse mit wässriger Methylamin-Lösung könnte zu 
einem späteren Zeitpunkt der Baustein-Synthese durchgeführt werden. Da bei der 
Amidkupplung von der Carbonsäure 98a an das Amin von 95 ein ungewöhnliches 
148 6. Modifizierung der Lys
7
-Seitenkette 
 
 
Strukturelement eines vinylogen -Ketoamids ensteht, wurde dessen pH-Wert Stabilität 
NMR-spektroskopisch untersucht. Bereits bei der darauffolgenden Reaktion der Verseifung 
des C-terminalen Methylesters von Verbindung 99 konnte mittels 
1
H-NMR-Spektroskopie 
festgestellt werden, dass die gebildete Amidbindung gebrochen wurde. Es wurden das Lysin-
Derivat 98 und die Carbonsäure 95 in quantitativer Ausbeute reisoliert. Zwar ließ diese 
Syntheseroute die Möglichkeit einer alternativen C-terminalen Schutzgruppe, wie 
beispielsweise einem Benzylester, offen, jedoch wurde dies nicht weiter untersucht, da die 
Spaltung des vinylogen -Ketoamids auch bei der basischen Disulfid-Oxidation der 
formstabilen -hairpin Peptide zum Verlust des niedermolekularen Wirkstoffs führen würde. 
Methode d führte schließlich zur Fmoc-geschützten Aminosäure, welche direkt in der 
Peptidsynthese eingesetzt werden konnte. Testreaktionen waren bei dieser Strategie nicht 
notwendig, da die Aminolyse bereits ausreichend während der Synthese der modifizierten 
Deferipron-Derivate 4a-c in Kapitel 3 untersucht wurde. Die Synthese dieses Fmoc-
geschützten Aminosäure-Bausteins ohne Schutzgruppe in der Seitenkette ist in Schema 6-21 
aufgezeigt.  
 
Schema 6-21: Syntheseroute zur Aminolyse: Ausgehend von Benzyl-Maltol 2 und Cbz-L-Lys-OH 100 wurde 
Verbindung 101 erhalten. Hydrogenolytische Abspaltung beider benzylischen Schutzgruppen und anschließende 
Fmoc-Schützung liefert den SPPS-Baustein 103. 
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Ausgehend von Benzyl-geschütztem Maltol 2 wurde die Aminolyse an -Cbz geschütztem L-
Lysin 100 durchgeführt. Aufgrund des Einsatzes von NaOH als Base bei der Aminolyse 
wurde auf eine C-terminale Schutzgruppe verzichtet. Verbindung 101 konnte in 66% 
Ausbeute erhalten werden. Bei der Aminolyse mit einem TBS-geschützten Maltols wurde die 
Abspaltung der Silyl-Schutzgruppe beobachtet. Es folgten die hydrogenolytische Spaltung des 
Benzylethers, sowie des Benzylcarbamats und die anschließende Fmoc-Schützung des N-
Terminus lieferte den Baustein zur Peptidsynthese 103 in einer Gesamtausbeute von 41% 
über vier Stufen ohne Berücksichtigung der Synthese des L-Lysin Derivats 100. Nachfolgend 
wird diese Aminosäure als L-Maltosin (Mal) bezeichnet.  
Da es bei der baseninduzierten Aminolyse von Benzyl-Maltol mit dem -Amin des Lysins zur 
Epimerisierung der -Aminosäure kommen kann, wurde mit Verbindung 103 eine Dipeptid-
Synthese durchgeführt. Dazu wurde das Dipeptid 104 aus 101 und L-Ala-OMe synthetisiert, 
was in Schema 6-22 gezeigt ist.  
 
 
Schema 6-22: Darstellung des Cbz-Mal-Ala-OMe Dipeptids 104. 
Sollte die vorherige Reaktion zu einer Epimerisierung oder gar einer Racemisierung des 
Lysins gekommen sein, sollten in der Dipeptid-Kupplung zwei Diastereomere zu isolieren 
sein. Aus den Integralverhältnissen der amidischen Protonen oder der -Protonen des L-
Alanins im 
1
H-NMR Spektrum kann somit das Diastereomeren-Verhältnis bestimmt werden. 
Unter der Annahme, dass während der Peptidkupplung keine Stereoinformation des L-Alanins 
verloren geht, entspricht dieses Diastereomerenverhältnis dr dem Enantiomerenverhältnis de 
des synthetisierten Aminosäure-Derivats 101. Aus diesem Verhältnis kann wiederrum der 
Enantiomerenüberschuss ee bestimmt werden. 
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Abbildung 6-3: NMR-spektroskopische Zuordnung der Dipeptid-Kupplung 104: Aus dem Integralverhältnis der 
amidischen Protonen kann das Diastereomeren-Verhältnis und daraus das Enantiomerenüberschuss bestimmt 
werden. 
Aus den Integralverhältnissen des amidischen Protons, sowie des 6-CH des Maltols kann ein 
Diastereomeren-Verhältnis von 9:1 bestimmt werden, was einem Enantiomeren-Überschuss 
von 80% entspricht. Demnach wurden 20% der Stereoinformation des Maltosin-Derivats 
verloren. Dies kann unter dem Aspekt akzeptiert werden, dass der Einbau dieser Aminosäure 
im -hairpin Peptid an der Hypusinierungsstelle des Lysins50 an der i+1-Position im turn-
Bereich erfolgen sollte. Da diese Position und damit auch die Sekundärstruktur des Peptids 
sehr sensibel auf die Inversion der Stereochemie reagiert, sollten beide erhaltene 
Diastereomere mittels HPLC voneinander aufgetrennt werden. Die Aminosäure 103 wurde 
unter den im experimentellen Teil beschriebenen Standardbedingungen für die Kupplung an 
vorbeladenem 2-Chlorotritylharz in der automatisierten Festphasenpeptidsynthese eingesetzt. 
Die Sequenz wurde hier analog zu Peptid P2 gewählt, mit der Ausnahme, dass Lys
7
 zu Mal
7
 
modifiziert wurde. Nach HPLC-Analyse wurde das Peptid P37, wie bereits für die Peptide 
zuvor beschrieben, in wässrigem Ammoniumcarbonat-Puffer intramolekular zum Disulfid 
oxidiert. Abbildung 6-4 zeigt das 
1
H-NMR-Spektrum des Peptids P37, welches nach Disulfid-
Oxidation und HPLC Aufreinigung in der Peptidsynthese mit dem Maltosin-Baustein 104 
erhalten wurde. Es wird deutlich, dass die Dispersion im amidischen Bereich des Peptids P37 
imVergleich zum Peptid P2 geringer ist. Weiterhin sind die Methylsignale der Aminosäuren 
Leu
12
 und Val
13
 stark hochfeldverschoben. Auch die Dispersion der Trp
3
-Seitenkette, wie sie 
für die Ausbildung eines hydrophoben Clusters erwartet wird und bereits charakterisiert 
werden konnte, bleibt aus. Nach einem sequential walk in den TOCSY- und NOESY-
Spektren des Peptids P37 konnte dieses Peptid als die Deletionsmutante Mal7 identifiziert 
werden. Durch das Fehlen dieser Aminosäure kommt es nicht mehr zur Ausbildung einer 
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stabilen -hairpin Struktur, was die geringe Dispersion der amidischen Signale, sowie die 
Hochfeldverschiebung der Seitenketten der aliphatischen Aminosäuren erklärt.
[303]
 Dies kann 
weiterhin dadurch bestätigt werden, dass die -hairpin charakteristische Tieffeldverschiebung 
für das -Proton der i+4 Aminosäure, hier His10 ausbleibt. Auch der Temperaturgradient der 
NH-Signale des Peptids zeigen nicht das -hairpin typische alternierende Muster zwischen 
großen und kleinen Temperaturgradienten. Massenspektrometrische Untersuchungen 
bestätigen ebenfalls, dass es sich bei diesem Peptid um die Deletionsmutante P37 handelt.
[302]
 
 
Abbildung 6-4: Vergleich der NMR-Spektren (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1) der 
Deletionsmutante P37 im Vergleich zum Peptid P2. 
Die Aminosäure 103 zeigte also keinerlei Reaktivität in der Peptidsynthese. Auch mit 
modifizierten Syntheseprogrammen, wie höherer Temperatur oder Wechsel des 
Lösungsmittels von DMF zu DMSO:Toluol (3:1) lieferten ebenfalls nur die Deletionsmutante. 
Die Vermutung liegt nahe, dass die Abwesenheit einer Schutzgruppe in der Seitenkette von 
Verbindung 103 einen Einfluss auf deren Reaktivität in der Peptidsynthese haben könnte. 
Daher wurde eine weitere Syntheseroute entwickelt, um eine säurelabile Schutzgruppe in der 
Seitenkette des Maltosins zu erhalten. Da das entsprechende tert-butyl-Carbonat des Maltols 
schon während der NMR-Analyse in DMSO-d6 partiell hydrolysierte, wurde das 
Methoxymethyl-Acetal (Mom) als Schutzgruppe angewandt. Die Synthese erfolgte analog zur 
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Synthese von 101 in Schema 6-21 mit dem Unterschied, dass statt Benzyl-Maltol 2 nun Mom-
Maltol 105 eingesetzt wurde. 105 wurde aus der Alkylierung von Maltol mit 
Chlormethylmethylether erhalten. Schema 6-23 fasst die Synthese zusammen. Da auch in 
dieser Peptidsynthese erneut nur die Deletionsmutante Lys7 P37 isoliert werden konnte, 
wurde zusätzlich das L-Maltosin-Derivat 108 synthetisiert, welches eine Benzyl-Schutzgruppe 
in der Seitenkette trägt. Im Unterschied zur vorherigen Schutzgruppenstrategie wurde die 
Aminolyse hier von Boc-L-Lys-OH 107 an Benzyl-Maltol 2 durchgeführt. Dabei wurde eine 
deutlich bessere Gesamtausbeute als beim Mom-Derivat 106 erreicht.  
 
Schema 6-23: Darstellung der alternativ geschützten Maltosin-Derivate: Seitenketten Mom-geschütztes Mal 106 
für die SPPS konnte ausgehend von Mom-Maltol 105 und Cbz-L-Lys-OH 100 erhalten werden. Jedoch zeigte 
auch dieses Derivat keinerlei Reaktivität beim Einsatz in der Peptidsynthese. Das Benzyl-Derivat 108 hingegen, 
welches ausgehend von Benzyl-Maltol 2 und Boc-L-Lys-OH 108 erhalten wurde, konnte erfolgreich in die 
Peptidstruktur eingebracht werden.  
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Abbildung 6-5: Ausschnitte der amidischen Bereiche (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1) der 
synthetisierten Mal
7
-haltigen Peptide P37: Es konnte gezeigt werden, dass der Einsatz ohne Schutzgruppe oder 
mit MOM-Schutzgruppe des Maltols zu keinerlei Reaktivität in der Peptidsynthese führte, sodass lediglich die 
Deletionsmutante isoliert werden konnte. Für die Benzyl-Schutzgruppe in 108 konnte das Maltosin-beinhaltende 
Peptid erfolgreich isoliert werden.  
Abbildung 6-5 zeigt die nach Disulfid-Oxidation und HPLC Aufreinigung erhaltenen Peptide, 
bei der der jeweils an der linken Seite gezeigter Aminosäure-Baustein eingesetzt wurde. Im 
Vergleich mit der Diletionsmutante Mal7 P37 (unteres Spektrum) und dem Lys7-Peptid P2 
(oberes Spektrum) wird deutlich, dass bei Einsatz des Mom-geschützten Derivats 106 nicht 
das gewünschte Peptid erhalten werden konnte. Hingegen beim Benzyl-geschützten 
Maltosins 108 sind die aromatischen Signale der Ether-Schutzgruppe und des Maltols 
erkennbar. Die Stabilität der Seitenketten-Schutzgruppe des Maltosins hat also einen 
erheblichen Einfluss auf die Reaktivität in der Peptidsynthese. Die hydrogenolytische 
Abspaltung der Benzyl-Schutzgruppe im oxidierten Peptid P38 führte allerdings zur 
Zersetzung des Peptids. 
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Schema 6-24: Struktur und 1H-NMR-Spektrum (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1) des Peptids P38: 
Die Anwesenheit der Maltosin-Seitenkette, sowie der benzylischen Schutzgruppe kann eindeutig bestätigt 
werden. 
Die Faltungspopulation von P38 im Vergleich zu P2 ist durch die Seitenketten-Modifikation 
nahezu unverändert. Aufgrund der geringen zur Verfügung stehenden Menge des Peptids 
konnte die Abspaltung der Schutzgruppe nicht weiter optimiert werden. 
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6.4 Modifizierungen von Lys
7
-Seitenkette an der Festphase 
 
Eine Funktionalisierung der Lys
7
-Seitenkette an der Festphase wurde untersucht, um eine 
Funktionalisierung dieser Position zu ermöglichen ohne dabei immer den entsprechenden 
Fmoc-geschützten Lysin-Baustein synthetisieren zu müssen. Die generelle Vorgehensweise 
ist in Schema 6-25 gezeigt. Ausgehend von Fmoc-L-Cys(Trt)-OH beladenem 2-Chlortrityl-
Harz 54 wurde zunächst das Peptid unter Standardbedingungen synthetisiert, wobei Lys
7
 als 
Fmoc-L-Lys(Dde)-OH eingesetzt wurde. Es folgte eine Acetylierung des N-Terminus, bevor 
mittels Hydrazinolyse die Dde-Schutzgruppe abgespalten wurde.  
 
Schema 6-25: Darstellung der an Lys
7
 seitenkettenmodifizierter -hairpin Peptide. Lys7 wird in der 
Festphasenpeptidsynthese als Fmoc-L-Lys(Dde)-OH eingesetzt, was die orthogonale Abspaltung der 
Seitenketten-Schutzgruppe 109 ermöglicht. Nach Acetylierung des N-Terminus wird die Dde-Schutzgruppe 
mittels Hydrazinolyse abgespalten und das entsprechend geschützte Carbonsäure-Derivat an das -Amin 
gekuppelt 110. Abspaltung vom Harz und Disulfid-Oxidation erfolgen wie zuvor bereits beschrieben.
Mit den Kupplungsreagenzien HOBt und HBTU wird das entsprechende Carbonsäure-Derivat 
an das -Amin der Seitenkette von Lys7 in 109 gebracht. Die Abspaltung vom Harz von 110 
erfolgt dann unter Standardbedingungen. Es wurden verschiedene Carbonsäuren in der 
Synthese angewendet. Als ersten Ansatz wurde Nikotinsäure 111 in die Seitenkette von Lys
7
 
eingebracht, da hierbei auf ein kommerziell erhältliches Reagenz zurückgegriffen werden 
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konnte. Zusätzlich waren keine weiteren Schutzgruppen am Carbonsäure-Substrat notwendig, 
sodass problemlos mit diesem Ansatz der Erfolg dieser Synthesestrategie überprüft werden 
konnte. Nach Disulfid-Oxidation wurde das Rohpeptid im wässrigen Ammoniumcarbonat-
Puffer oxidiert. Es folgte HPLC Aufreinigung und die Charakterisierung mittels NMR-
Spektroskopie. Der amidische Bereich des 
1
H-NMR Spektrums des Nikotinsäure-Peptids P39 
ist in Abbildung 6-6 gezeigt. Die Synthese konnte erfolgreich durchgeführt werden.  
 
Abbildung 6-6: Amidbereich des 
1
H-NMR Spektrums (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0) 
von Peptid 39, an welchem die Lys
7
 Seitenkette mit Nikotinsäure 111 modifiziert wurde. Die Modifikation der 
Seitenkette hat keinen Einfluss auf die Sekundärstruktur des Peptids. Das Spinsystem der Nikotinsäure kann 
anhand des charakteristischen Musters im TOCSY-Spektrum identifiziert werden. 
Da Nikotinsäure keine ausgeprägte Metal-chelatisierende Wirkung hat, wurde das Pyridin-
Grundgerüst zum Biypridin erweitert, um eine chelatisierende Einheit zu erhalten über deren 
Eigenschaften schon ausgiebig in der Fachliteratur berichtet wurde.
[304,305]
 
Die Synthese der [2-2´-Bipyridin]-5-Carbonsäure 115 erfolgte über drei Stufen ausgehend 
von 2-Acetylpyridin 112 und ist in Schema 6-26 gezeigt. 
[38,306–308]
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Schema 6-26: Synthese von [2,2´]-5-Carbonsäure 115 ausgehend von 2-Acetylpyridin 112: Enolisierung der 
Acetyl-CH3-Gruppe mittels Iod in Pyridin lieferte das Pyridiniumsalz 113, welches anschließend mit 
Ammoniumacetat in Formamid mit Methacrolein zu 5-Methyl-[2,2´-Biypridin] 114 umgesetzt wird. Oxidation 
der exozyklischen Methylgruppe lieferte die Carbonsäure 115.
[38,306]
 
Die Synthese des [2,2´-Bipyridin]-funktionalisierten Peptids P40 erfolgte analog zu 
Schema 6-25. Das dazugehörige 
1
H-NMR Spektrum ist in Abbildung 6-7 gezeigt. 
 
Abbildung 6-7: Amidbereich des 
1
H-NMR Spektrums (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0) 
von Peptid P40, an welchem die Lys
7
 Seitenkette mit [2,2´]-Bipyridin 115 modifiziert wurde. Die Identifikation 
der Seitenketten-Modifikation erfolgte mittels TOCSY-Spektrum.   
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Als weitere Modifikation sollte Gallussäure an die Seitenkette von Lys
7
 gebracht werden. 
Aufgrund der bekannten Redoxaktivität von Gallol- und Catechol-Derivaten
[309–311]
 könnte 
eine Interaktion oder Reaktion über eine radikalische Zwischenstufe mit dem aktiven Zentrum 
der Hydroxylase stattfinden.
[312–315]
 Um die gleiche Synthesestrategie aus Schema 6-25 
anwenden zu können, musste die Gallol-Funktion der Gallussäure 116 geschützt werden 
(Schema 6-27). Zunächst wurden Acetyl-Schutzgruppen 117a verwendet. Das entsprechende 
Trisacetoxy-geschützte Derivat der Gallussäure konnte in einer einstufigen Synthese, 
ausgehend von Gallussäure 116 erhalten werden.
[316,317]
 Das Derivat 117a konnte mit der in 
Schema 6-25 gezeigten Strategie erfolgreich in die Lys
7
 Seitenkette eingebracht werden. Da 
die Acetyl-Schutzgruppen jedoch nicht säurestabil sind, musste eine Verseifung an der 
Festphase, unmittelbar vor der Harzabspaltung stattfinden. Die Abspaltung wurde mit 
1 M Natriummethanolat-Lösung in Methanol versucht, da diese Vorgehensweise bereits 
beschrieben wurde.
[318]
 Es konnte jedoch nach Disulfid-Oxidation und HPLC Aufreinigung 
keine Abspaltung der Schutzgruppen beobachtet werden, weshalb eine alternative 
Schutzgruppe, hier TBS, verwendet werden musste.
[319]
 Es wurde Verbindung 117b an die 
Lys
7
 Seitenkette gekuppelt. Unmittelbar vor der Harzabspaltung wurden die TBS-
Schutzgruppen mittels 1 M TBAF in THF abgespalten.
[320]
 Nach Disulfid-Oxidation und 
Aufreinigung konnte das Gallussäure-modifizierte Peptid P41 erhalten werden. 
 
Schema 6-27: Synthese der beiden geschützten Gallussäure 114a und 114b, welche in der Synthese 
entsprechend Schema 6-25 eingesetzt wurde.  
Da es sich bei der Gallussäure um ein A2-Spinsystem handelt, wird im 
1
H-NMR Spektrum des 
modifizierten Peptids nur ein aromatisches Singulett erhalten. Dies konnte mittels HSQC-
Spektrum bestätigt werden (Abbildung 6-8). 
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Abbildung 6-8: HSQC-Spektrum (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0) von Gallussäure 
modifiziertem Peptid P41: Die CH-Signale der Gallussäure können trotz nahezu identischer Verschiebung in der 
13
C-Dimension durch den Unterschied im 
1
H-Dimension identifiziert und von H
2/8/11
 -CH unterschieden 
werden. 
Die Funktionalisierung der Lys
7
 Seitenkette mit Boc-geschützter -Aminobuttersäure lieferte 
das Peptid P42, bei der die Seitenkette der Hypusinierungsstelle ein Mimetikum des 
Desoxyhypusins darstellt. Lediglich die Anbindung des n-Butylamin Restes erfolgte dabei 
durch eine Amidbindung, was sich von dem natürlichen L-Desoxyhypusin unterscheidet 
(Schema 6-28). 
 
Schema 6-28: Synthese des Desoxyhypusin-Mimetik Peptids P42: Durch Anbindung von Boc-geschützter -
Aminobuttersäure an die Lys
7
 Seitenkette 109 wird das Peptid P42 erhalten, bei welchem die Seitenkette des 
Lys
7
 dem natürlich vorkommenden L-Desoxyhypusin nachahmt.  
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Das dazugehörige 
1
H-NMR-Spektrum von P42 ist in Abbildung 6-9 gezeigt. 
 
Abbildung 6-9: Amidbereich des 
1
H-NMR Spektrums (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0) 
von Peptid P42, an dem die Lys
7
 Seitenkette mit -Aminobuttersäure modifiziert wurde: Erneut ist erkennbar, 
dass die Modifikation der Seitenkette keinen Einfluss auf die Sekundärstruktur des Peptids hat. Das -NH von 
Lys
7
 bei 8.03 ppm bestätigt die erfolgreiche Anbindung der -Aminobuttersäure. 
Das entsprechende Spinsystem der aliphatischen Kette der -Aminobuttersäure kann im 
TOCSY-Spektrum identifiziert werden (Abbildung 6-10). 
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Abbildung 6-10: Ausschnitt des TOCSY-Spektrums (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0)  von 
Peptid P42: Es kann eindeutig, dass Spinsystem der -Aminobuttersäure, welche an die Seitenkette von Lys7 
angebracht wurde, identifiziert werden. 
Weitergehend zur auch die Aminosäure L-Hop in die Seitenkette von Lys
7
 eingebracht, indem 
der Fmoc-Baustein 50 eingesetzt wurde. Nach dem Einbau der Aminosäure nach der in 
Schema 6-25 gezeigten Reaktionsabfolge, erfolgte eine erneute Abspaltung der N-terminalen 
Fmoc-Schutzgruppe, bevor das Peptid P43 vom Harz abgespalten wurde. Da die t-Butyl-
Schutzgruppe des Pyridons bei der Harzabspaltung nur zu ca. 30% abgespalten wurde 
(überprüft mittels 
1
H-NMR Spektroskopie), erfolgte eine erneute Abspaltung der 
Schutzgruppe, indem das Peptid in 95% TFA gelöst und über Nacht gerührt wurde. 
Abschließende Disulfid-Oxidation und Aufreinigung lieferte das Peptid P43 als Gemisch 
beider Diastereomere, da die Aminosäure 50 als Racemat eingesetzt wurde. Da die 
Modifikation der Lys
7
 Seitenkette keinen Einfluss auf die Sekundärstruktur des Peptids hat, 
wurden auch keine unterschiedlichen Retentionszeiten bei der HPLC Aufreinigung erhalten, 
sodass beide Diastereomere unter den gegebenen Bedingungen nicht aufgereinigt werden 
konnten.  
  
162 6. Modifizierung der Lys
7
-Seitenkette 
 
 
 
Schema 6-29: Synthese und das 
1
H-NMR Spektrum (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0) des 
Peptids P43: Durch die Anwendung der racemischen Aminosäure 50 wird das Peptid P43 als Gemisch beider 
Diastereomere erhalten. Dies resultiert darin, dass einige der amidischen Protonen als pseudo-Triplett 
erscheinen, da es sich dabei um die Überlagerung zweier Dubletts der Diastereomere handelt.  
An den charakteristischen Signalen der Pyridon-Seitenkette kann die erfolgreiche Anbringung 
der Aminosäure an die Lys
7
 Seitenkette bestätigt werden. 
Analog zu P38 ändert die Seitenkettenmodifikation des Lysins nicht die Faltungspopulation 
der Peptide. Zu den Peptiden mit modifizierter Lys
7
-Seitenkette P39-P43 liegen zum 
aktuellen Zeitpunkt noch keine biologischen Daten vor. Geplant sind hier diese Peptide in 
dem Enzymessay an der Hydroxylase zu testen.  
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7. Zusammenfassung und Ausblick 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Synthesen neuer, funktionaler Aminosäuren entwickelt, 
welche dann modular in Peptide des eif5a-Proteins eingebracht wurden. Um diese Peptide in 
einer  stabilen -hairpin Konformation zu fixieren, wurde ein hydrophober Cluster aus acht 
Aminosäuren als stabilisierendes Netzwerk verwendet. Zur strukturellen Charakterisierung 
wurde NMR-Spektroskopie genutzt und es wurden Parameter diskutiert, anhand deren die 
Faltungspopulation eines -hairpin Peptids quantifiziert werden kann. Neben der Synthese 
dieser funktionaler, SPPS-tauglicher Aminosäuren wie beispielsweise einem Desoxyhypusin-
Derivat 87, einem Thioamid-Aktivester 31 oder einer metallkomplexierenden Aminosäure 
51 (Abbildung 7.1a) wurde untersucht, wie sich die jeweiligen modularen Modifikationen auf 
die Funktionalität des Biomakromoleküls auswirkt (Abbildung 7.1b). Dabei konnte gezeigt 
werden, dass das stabile Netzwerk der hydrophoben Wechselwirkungen in der Peptidstruktur 
sogar in der Lage ist aktive Eingriffe, wie beispielsweise den Einbau von N-methylierten- 
oder Thioamiden in dessen intramolekulares Netzwerk aus Wasserstoffbrücken zu 
kompensieren (Abbildung 7.1b grün). Besondere Bedeutung kommt dabei der Epitop-
Sequenz GKHG der Peptide hinzu. Die turn-induzierenden Eigenschaften von KH wurden im 
Kontext natürlicher und synthetischer Dipeptidmimetika charakterisiert. Das doppelte Glycin-
Motiv ist ein weiteres Alleinstellungsmerkmal dieses Proteins. Da diese Aminosäure jede 
mögliche Konformation im Ramachandran-Plot annehmen kann, konnte allein aus den Daten 
der GG-haltigen Peptide kein eindeutiges strukturelles Modell auf Basis der NMR-Daten 
entworfen werden. Hierzu wurden einzelne und paarweise Alanin-Mutation in den beiden 
Positionen durchgeführt (Abbildung 7.1b orange), so dass auf Basis der NMR-Daten dieser 
Mutationen anschließend ein dreidimensionales Bild des hairpins entworfen werden konnte 
(Abbildung 7.1c). Bei Studien zur Fragestellung wie groß das Epitop maximal sein darf, so 
dass noch eine stabile Struktur erhalten wird (Abbildung 7.1b beige), konnte gezeigt werden, 
dass bei Erhöhung der AS-Anzahl das Einbringen einer weiteren intramolekularen Disulfid-
Brücke die Struktur maßgeblich stabilisiert. Im Kontext der hairpin-Periodizität konnte das 
Konzept dabei bis auf eine Gesamtanzahl von 22 Aminosäuren angewendet werden. 
Hierdurch konnte weiterführend gezeigt werden, dass beim Einbau einer ungeraden Anzahl an 
Cysteinen es zur gewünschten, regioselektiven, intramolekularen Disulfid-Oxidation 
entsprechend der hairpin-Periodizität kommt (Abbildung 7.1b lila). Die Anwesenheit einer 
reduzierten Cystein-Seitenkette konnte mittels HSQC-Spektrum, als auch über eine 
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Maleimid-Thioether-Ligation nachgewiesen werden. Diese Strategie könnte ferner zur 
Ligationsmethode genutzt werden, um supramolekulare Aggregate in wässriger Umgebung 
darzustellen. 
Eine weitere, neuartige Ligationsmethode konnte gefunden werden, indem die metallbindende 
Aminosäure 50 in der Peptidsynthese angewandt wurde. Zwar reduzierte diese Aminosäure 
im Peptidrückgrat die Faltungspopulation des Peptids, jedoch konnte durch die Zugabe von 
Ga
3+
 ein trimerer Peptidkomplex erhalten werden, der eine signifikant höhere 
Faltungspopulation aufwies (Abbildung 7.1c). Durch Zugabe eines kompetitiven 
Metallchelators konnte die Reversibilität des Prozesses nachgewiesen werden. Auch diese 
Ligationsmethode ist ferner im wässrigen System in der supramolekularen Chemie 
anwendbar.  
Im Rahmen von biologischen Studien mittels konfokaler Mikroskopie und 
Durchflusszytometrie (Abbildung 7-1d) konnte gezeigt werden, dass die dargestellten Peptide 
im Jurkat 2D10-Zellsystem eine spezifische Reaktion an der Zellmembran auslösen, was auf 
die Existenz eines bisher noch nicht eindeutig nachgewiesenen eif5a-sensitiven Rezeptors 
vermuten lässt. Eine apoptotische Wirkung konnte nicht gefunden werden. In 
Durchflusszytometrie-Experimenten an mononukleären Zellen des peripheren Blutes konnte 
nachgewiesen werden, dass die Peptide eine hohe Affinität gegenüber Monozyten aufweisen, 
die selbst die Messintensität moderner Durchflusszytometer übersteigt. Diese Beobachtung 
könnte zukünftig dazu genutzt werden, selektiv Wirkstoffe zu den Monozyten zu 
transportieren, welche mittels reversibler Chemie an das Peptid konjugiert 
werden (Abbildung 7.1c). Das ist für die Entwicklung von medizinischen Wirkstoffen von 
großer Bedeutung, da einige Bakterien und auch Viren in den Monozyten hosten, um der 
Immunantwort zu entgehen und somit schwierig zu addressieren sind.  
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Abbildung 7-1: Von der funktionalen Aminosäure zur funktionalen Einheit: Durch den Einbau neuer, 
funktionaler Aminosäure in das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte hairpin-Peptid können nach struktureller 
Charakterisierung mittels NMR-Spektroskopie funktionelle Peptide erhalten werden, deren Effekt mittels 
Durchflusszytometrie und Mikroskopie sichtbar gemacht werden können. 
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8. Summary and Outlook 
 
Within the scope of this work new synthetic procedures towards unique functional amino acid 
derivatives were developed. This amino acids were then used to build up peptides of the 
eif5a-protein. A hydrophobic cluster containing eight amino acids was used to rigidify these 
peptides in a fixed -hairpin conformation in solution. Structural analyses were performed by 
modern 2D NMR techniques and parametrs for the quantification of the folded fraction were 
discussed. Besides the syntheses of a desoxy hypusine derivative 87, activated thio amide 
esters 31 oder a metal complexating amino acid 51 (figure 7.1a) it was studied how these 
modular modifications have an impact on the functionality of these 
biomacromolecules (figure 7.2b). It was proven that the strong hydrophobic interactions are 
able to even compensate changes in its network of hydrogen bonding by the incorpepation of 
N-methylated amides or thio amides (figure 7.1b green). The unique GKHG epitope motif is 
only found in the eif5a-protein. Due to the double presence of Gly residues within the turn 
region, structural analyses was not able to provide a clear proposed threedimensional peptide 
structure. Therefore single and double Ala mutations were performed (figure 7.1b orange), so 
that on the basis of these NMR datas is was possible a determine a plausible structure of the 
peptide. In studies, where the size of the peptide in the context of the hydrophobic cluster 
(figure 7.1 beige) was studied, it was shown the concept can be adapted to peptides up to 22 
amino acid residues. By the usage of five cysteine residues the hairpin still oxidized in a 
regioselective, intramolecular fashion according to the periodicity of a -hairpin. The 
presence of a free thiol group within this large peptide was verified via HSQC spectra and 
Maleimid-thioether ligation reactions. This strategy could further be used to create 
supramolecular aggregated in aqeuous media.  
A new ligating method was found by the usage of the amino acid building block 51 in peptide 
syntheses. The incorporation of these functional amino acid reduced the folded fraction, but 
upon the addition of Ga
3+
 a trimeric peptide-metal-complex (figure 7.1c) was obtained, which 
showed a significantly higher folded fraction. By the addition of a strong competitive metal 
chelator the reversiblity of this process was confirmed.  
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Within biological studies these peptides were used in confocal microscopy as well flow 
cytometry (figure 7.1d) where the peptides induced a specific reaction within the cell 
membrane of Jurkat 2D10 HIV-cells, which confirms the consumption of an eif5a-selective 
cell receptor. An apoptotic behaviour was not obtained. Within peripheral blood mononuclear 
cells the peptides showed such a high affinity towards monocytes, which scales off the limit 
of modern flow cytometers. This observance could further be used to selectivly transport 
drugs conjugated to the peptide to monocytes for the development of new medical treatments. 
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figure 7-2: From a functional amino acid to a functional unit: By using new functional amino acid building 
blocks in SPPS within the -hairpin peptide structures, which were developed in the scope of this work, peptides 
with novel functionalities are obtained. Structural analyses were performed by NMR spectroscopy, while 
biological testing included the usage of confocal microscopy and flow cytometry. 
 
  
9. Experimenteller Teil 169 
 
 
  
9. Experimenteller Teil 
 
9.1 Allgemeine Hinweise 
 
Lösungsmittel und  Reagenzien  
Alle verwendeten organischen Lösungsmittel wurden vor Verwendung destillativ gereinigt. 
Absolutierte Lösungsmittel wurden mit durch die etablierten Methoden getrocknet und über 
Molsieb (3 Å) gelagert. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Reagenzien wurden von 
den Herstellern Sigma-Aldrich, Alfa Aesar, Roth Chemikalien, Bachem, Merck oder Tokyo 
Industry Chemicals bezogen. Aminosäuren für die Peptidsynthese wurden von Iris Biotech 
erworben. DMF, Piperidin in DIPEA wurden im Reinheitsgrad „peptide grade“ verwendet. 
MeCN für HPLC-Anwendungen wurde im Reinheitsgrad „HPLC grade“ angewandt. 
Reinstwasser für die HPLC wurde mit einem Thermo Scientific Barnstead Micropure 
Aufreinigungssystem erhalten. 
Alle Reaktionen mit luft- oder feuchtigkeitsempfindlichen Reagenzien wurden unter 
Schutzgasatmosphäre (Argon oder Stickstoff) durchgeführt.  
Dünnschichtchromatographie 
Aluminium-DC-Platten Kieselgel 60 F254 der Firma Merck wurden verwendet. Die Detektion 
erfolgte mittels Fluoreszenzauslöschung mit einer UV-Lampe bei 254 nm oder durch 
Verwendung eines der folgenden Färbereagenzien:  
Ninhydrin-Lösung:  350 mg Ninhydrin, 100 mL n-Butanol, 4 mL Eisessig 
Mostain-Lösung: 20 g (NH4)6Mo7O24·4 H2O, 0.4 g Ce(SO4)2,  
400 mL 10% H2SO4 aq. 
KMnO4-Lösung:  20 g K2CO3, 3.0 g KMnO4, 300 mL H2O, 5.0 mL 10% NaOHaq. 
Anisaldehyd-Lösung:  10 mL p-Anisaldehyd, 10 mL H2SO4, konz., 200 mL EtOH 
Vanillin-Lösung:  6.0 g Vanillin, 1.5 mL 10 mL H2SO4, konz., 95 mL EtOH 
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Flashchromatographie 
Als stationäre Phase der Flashchromatographie wurde Kieselgel 60 M (Korngröße 0.040-
0.063 mm, 230-400 mesh) der Firma Merck verwendet. Die Elution erfolgte bei 
Raumtemperatur unter Verwendung eines Pressluft-Überdrucks. 
NMR-Spektroskopie 
Alle NMR-Spektren dieser Arbeit wurden an folgenden Geräten aufgezeichnet:  
Bruker AV II 300 für 
1
H (300.13 MHz) und 
13
C (75.4 MHz) Routinemessungen. 
Bruker DRX 400 für 
1
H (399.95 MHz), 
13
C (100.57 MHz), sowie 2D-Spektren in organischen 
Lösungsmitteln. 
Bruker DRX 500 und Bruker AV III HD 500 für 
1
H (399.95 MHz), 
13
C (100.57 MHz), sowie 
2D-Spektren in organischen Lösungsmitteln. 
Bruker AV II 600 für
1
H (600.13 MHz) und 2D-Spektren in organischen Lösungsmitteln oder 
wässrigen Puffersystemen mit Watergate-Pulssequenz zur Wasserunterdrückung. 
Routinemessungen erfolgten durch einen automatisierten Probenwechsel. Die Aufnahme den 
Spektrometern DRX-400, DRX-500, AV III 500 und AV III 500 erfolgte ausschließlich durch 
die Mitarbeiter der NMR-Abteilung des Fachbereichs Chemie der Philipps-Universität 
Marburg. Messungen am AV II 600 wurden selbstständig durchgeführt.  
Kalibirierung der NMR-Spektren von organischen Lösungsmitteln erfolgte auf die 
Resonanzsignale des jeweiligen Restprotonensignals (DMSO-d6: 
1
H: 2.50 ppm, 
13
C: 39.5 ppm; CDCl3: 
1
H: 7.26 ppm, 
13
C: 77.1 ppm). Bei Messungen in wässrigen 
Puffersystemen wurde 3-(Trimethylsilyl)-2,2,3,3-Propansäure-d4 Natriumsalz (TSP-d4) als 
interner Standard verwendet (
1
H: 0.00 ppm). Die chemische Verschiebung  ist in parts per 
million (ppm) angegeben und wurde aus der Mitte des Kopplungsmusters abgelesen. 
Kopplungskonstanten sind in Hertz (Hz) angegeben.  
Die angegegebenen Multiplizitäten sind phänomenologisch. Signale von diastereotopen 
Protonenpaaren, deren keine eindeutige Stereochemie zugewiesen werden kann, wurden mit 
den Indices h und t für das jeweilige hochfeldige bzw. tieffeldige Proton gekennzeichnet. 
Nicht eindeutig zugeordnete aromatische Sigale sind mit „arom.“ bezeichnet.  
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Massenspektrometrie 
Die Massenspektren wurden durch die Mitarbeiter der massenspektrometrischen Abteilung 
des Fachbereichs Chemie der Philipps-Universität Marburg aufgezeichnet. Messungen 
erfolgten an einem Finnigan LTQ-FT Massenspektrometer der Firma Thermo Fischer 
Scientific. Als Ionisationsmethode wurde die Elektrospray-Ionisations-Methode (ESI) 
verwendet. Bei den angegebenen Werten handelt es sich um die Masse-zu-Ladungs-
Verhältnisse und entspricht jeweils den Massen der Isotope gemäß ihrer größten natürlichen 
Häufigkeit. Die massenspektrometrische Analyse sämtlicher Peptide erfolgte durch Kopplung 
an ein HPLC-System (Agilent 1100 Series).  
UV/Vis-Spektroskopie 
Messungen zur Bestimmung der Harzbeladung von Fmoc-geschützten Aminosäuren an  
2-CTC-Harz wurden an einem Thermo Fisher Scientific Multiskan Go in Polyethylen-
Einfachküvetten (d = 1 cm) durchgeführt.  
Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC): 
Die analytischen HPLC-Chromatogramme wurden an einem Thermo Scientific Dionex 
UltiMate 3000 System bei 28 °C aufgenommen. Dieses besteht aus einer LPG-3400SD 
Pumpe, einem WPS-3000SL Probennehmer, einem TCC-3000SD Säulenofen und einem 
DAD-3000 Detektor. Als stationäre Phase wurde eine ACE UltraCore 2.5 SuperC18 Säule 
(150 x 2,1 mm, 2,5 μm, 95 Å) verwendet. Als Fließmittel wurden folgende Eluenten bei einer 
Flussrate von 0,45 mL/min genutzt: A: H2O + 0,1% TFA, B: ACN + 0,085% TFA. Die 
angegebenen Retentionszeiten tr entsprechen den absoluten Retentionszeiten, da kein 
Totzeitmarker verwendet wurde. 
 
Für semi-präparative Anwendungen wurde ein Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000 semi-
präparatives System, bestehend aus einer HPG-3200BX Pumpe, einem ERC Series-300 
Lösungsmittelentgaser, einem MWD-3000 Detektor und einem AFC-3000 Fraktionskollektor, 
genutzt. Als stationäre Phase wurde entweder eine Macherey-Nagel VP Nucleodur C18 
Gravity Säule (125 x 21 mm, 5 μm, 110 Å) bei einer Flussrate von 15 mL/min, oder eine ACE 
5 SuperC18 Säule (150 x 10 mm, 5 μm, 90 Å) mit einem Fluss von 7,0 mL/min verwendet. 
Als Eluenten wurden dieselben Fließmittel wie bei dem analytischen HPLC-System genutzt. 
Nach der Aufreinigung wurden die Verbindungen an einer Gefriertrocknungsanlage des Typs 
Alpha 2-4 LD plus der Firma Christ gefriergetrocknet.  
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9.2 Allgemeine Hinweise zur automatisierten Peptidsynthese 
 
Falls nicht anders angegeben, wurden Peptidsynthesen mittels Fmoc-Schutzgruppen-Strategie 
in DMF mit 2-CTC-Harz (200-400 mesh, 1% Divinylbenzol, Kapazität 1.63 mmol/g) im 
0.1 mmol Maßstab durchgeführt.  
Beladung des Harzes 
Die zu belandene Menge Harz wurde in einer Glasfritte unter Durchmischung durch einen 
Gasstrom bei Raumtemperatur für 30 Minuten gequellt. Das Lösungsmittel wurde 
anschließend abfiltriert und das Harz wurde mit 2.0 eq der entsprechenden Fmoc-geschützten 
Aminosäure und 5.0 eq DIPEA versetzt. Die Suspension wurde für eine Stunde 
durchmischt (Ausnahme: Fmoc-Cys(Trt)-OH für drei Stunden). Nach Waschen mit DMF 
wurde das Harz zweifach für je 30 Minuten mit einem Gemisch aus 
DCM/MeOH/DIPEA (80:15:5) versetzt, um verbliebene Reaktivpositionen zu blockieren. 
Nach Waschen mit DMF, DCM und MeOH wurde das Harz in vacuo getrocknet. Mittels 
UV/Vis-Spektroskopie wurde die Harzbeladung abgeschätzt. Hierzu wurde eine bestimmte 
Menge Harz (ca. 2 mg) abgewogen und mit 1 mL 20% Piperidin-Lösung in DMF versetzt. 
Nach 30 Minuten Reaktionszeit wurde die Suspension mit 5 mL MeOH verdünnt und die 
Absorption des entstandenen Fluorens wurde bei 289 nm und 301 nm gemessen. 
Anschließend wurde die Beladung des Harzes gemäß dem Lambert-Beerschen-Gesetz 
berechnet. 
Automatisierte Peptidsynthese 
Peptidsynthesen wurden an einem mikrowellenunterstütztem Peptidsynthesizer LibertyBlue 
der Firma CEM durchgeführt. Das Harz wurde manuell für zehn Minuten bei Raumtemperatur 
in DMF vorgequellt. Dabei wurde folgendes Protokoll verwendet:  
Fmoc-Abspaltung:   T = 50 °C (30 W), 3 min, 20% Piperidin in DMF (0.1% HOBt) 
Aminosäure-Kupplung:  T = 50 °C (30 W), 10 min,  je 5.0 eq AS, DIC, Oxyma 
für Fmoc-Arg(Pbf)-OH: T = 25 °C, 25 min, T = 50 °C (30 W), 
11 min, je 5.0 eq AS, DIC, Oxyma 
Waschen:   Je dreifach mit DMF nach Fmoc-Abspaltung 
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Abspaltung des Peptids vom Harz 
Das synthetisierte Peptid wurde mit einer Lösung aus TFA/H2O/Phenol/TIPS (88:5:5:2) für 
drei Stunden bei Raumtemperatur abgespalten. Nach Filtration wurde das Harz erneut mit 
wenig Abspaltlösung gewaschen. Das Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck auf ca. 
1 mL eingeengt und der erhaltene Rückstand wurde in kalten DEE getropft. Die resultierende 
Suspension wurde zentrifugiert und die überstehende Lösung abdekantiert. Der erhaltene 
Rückstand wurde zweifach mit kaltem DEE gewaschen. Danach wurde der Rückstand in 
vacuo getrocknet, in wenig H2O/MeCN gelöst und an einer Gefriertrocknungsanlage (Alpha 
2-4 LD Plus der Firma Christ) getrocknet. 
Oxidative Zyklisierung von Cystein-haltigen Peptiden 
Zur Bildung von intramolekularen Disulfide Cystein-haltiger Peptide wurde das 
entsprechende Rohpeptid in (NH4)2CO3-Puffer (100 mM, pH 8.9) gelöst, sodass die 
Peptidkonzentration ca. 0.5 mM betrug. Die Lösung wurde bei Raumtemperatur für mehrere 
Tage im offenen Kolben gerührt. Der Umsatz der Reaktion wurde mittels analytischer HPLC 
verfolgt. Unlösliche Rückstände wurden mittels Zentrifugation abgetrennt und die Lösung 
wurde gefriergetrocknet. Das erhaltene Rohpeptid wurde anschließend durch semipräparative 
HPLC aufgereinigt 
.
9.3 Durchflusszytometrie und Mikroskopie 
 
Alle Experimente an Jurkat-Zelllinien wurden eigenständig in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. 
Jonathan Karn am Center for Aids Research, Department of Molecular Biology and 
Microbiology der Case Western Reserve University in Cleveland, Ohio, USA durchgeführt.  
Allgemeine Hinweise und Arbeitsmedium 
Alle Arbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen. Das nachfolgend als Arbeitsmedium 
bezeichnete Zellmedium bestand aus: 
 Je 25 mM HEPES und L-Glutamin in Roswell Park Memorial Institute medium 1640 mit 
insgesamt 5% fetalem Kälberserum (Hitze inaktiviert) und Normicin in 1:500 
Verdünnung (aus 50 mg/mL Stammlösung).  
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Jurkat E6 und 2D10-Zelllinien wurden bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert. Mittels cell counter 
wurde die Zelldichte bestimmt. Zellviabilität wurde durch Anfärben mit 
Propidiumiodid (1:20 Verdünnung) abgeschätzt. 
Die Zellen wurden so behandelt, dass sie eine Zelldichte von ca. 10
7
/mL nicht überstiegen. 
Dazu wurde zunächst die Zelldichte bestimmt. Lag diese über dem Grenzwert, so wurden die 
Zellen zentrifugiert, die überstehende Lösung entfernt und die Zellen wurden im doppelten 
Volumen von frischem Mediun redispergiert.  
Behandlung der Zellen mit Substanzen 
Von allen zu untersuchenden Substanzen wurden 1 mM und 100 µM Stammlösungen 
angesetzt, aus denen die weiteren Konzentrationen durch Verdünnen erhalten wurden. Alle 
Experimente wurden in einem Gesamtvolumen von 200 µL in 96 bzw. 384 well plates in 
Triplikaten durchgeführt. Dabei wurden immer E6, 2D10 ohne Stimulation und 2D10-Zellen 
mit TNF--Stimlation nebeneinander vermessen. Als Zelldichte wurde auf eine absolute 
Zellzahl von ca. 30000 Zellen/well abgezielt. 100 µL Arbeitsmedium wurden vorgelegt und 
mit dem Volumen der Zell-Stammlösung entsprechend ihrer zuvor bestimmten Dichte 
versetzt. TNF--Stimulation erfolgte in einer 1:1000 Verdünnung. Das Pipettieren wurde mit 
einem Pipettier-Robotor Andrew1000G der AndrewAlliances durchgeführt. Die Proben 
wurden für den entsprechenden Zeitraum inkubiert und anschließend mittels 
Durchflusszytometrie analysiert. Wurden fluoreszente Substanzen vermessen, so wurden die 
Zellen vor der Analyse je zweifach zentrifugiert und mit 100 µL RoboSep Buffer gewaschen, 
um extrazelluläre Substanzen zu entfernen.  
Durchflusszytometrie 
Durchflusszytometrie Analysen der Zellen wurden an einem FACS MultiColor LSR-Fortessa 
Zytometer der Firma BD Biosciences mit automatisiertem Plate Reader durchgeführt. Zur 
Datenaquisition wurd FACSDiva Software von BD Biosciences verwendet. Dabei wurde pro 
Experiment eine totale Zellzahl von 10000 vermessen. Folgende Messparameter wurden 
verwendet: Sample flow rate 2 µL/s, sample volume 50 µL, mixing volume 50 µL, no. of 
mixes 2, wash volume 500 µL, BLR period 5. Analysen erfolgten mit WinList 3D Software 
und Flowing Software 2, University of Turku, Finnland. 
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Konfokale Mikroskopie 
Zur konfokalen Mikroskopie mit fluoreszenz-markierten Peptiden wurden 
Konzentrationspunkte entsprechend zu den zuvor durchgeführten Aufnahmestudien in der 
Durchflusszytometrie gewählt. Die Behandlung erfolgte wie zuvor beschrieben, wobei eine 
Zelldichte von 0.2 Mio/mL angezielt wurde. Alle Aufnahmen wurden in Zusammenarbeit mit 
Prof. Dr. David McDonald am Deltavision Core imaging system am Department of 
Molecular biology and Microbiology der Case Western Reserve University in Cleveland, 
Ohio, USA durchgeführt. Alle gezeigten Aufnahmen sind einzelne Aufnahmen aus der z-
Ebene, welche auf ihr Fluoreszenzsignal normalisiert wurden. Folgende Antikörper wurden 
verwendet: 
RAB7:   Primär: Anti-[Rab7-117], Maus, IgG2b, 16 µg/mL (AbCam 50533). 
Sekundär: Alexa Fluor 647 AffiniPure Fab Fragment Donkey, Esel, 
IgG (H+L), 3 µg/mL (Jackson ImmunoResearch 711-607-003). 
RhoB: Anti-RhoB (Cy5), Kaninchen, IgG1, 200 µg/mL, 1:250 
Verdünnung (SantaCruz Biotechnologies sc-8048). 
Optische Mikroskopie 
Breitfeld-beleuchtete Aufnahmen zur Visualisierung von GFP-Expression wurden an einem 
Nikon TE2000 inverted scope mit einer DS-QiMc Kamera aufgezeichnet. Zur Aufzeichnung 
wurde Nikon NIS Image Software verwendet. Die Prozessierung der Aufnahmen erfolgte mit 
ImageJ, NIH. 
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9.4 Durchflusszytometrie an PBMCs 
 
Die gezeigten Experimente wurden von Dr. Hartmut Hanauske-Abel und Dr. Sukwinder 
Singh an der Rutgers University, Newark, New Jersey, USA durchgeführt. Die nachfolgenden 
Angaben entsprechen einem von Dr. Hanauske-Abel zur Verfügung gestellten Protkoll. 
1. Isolation von frischem, venösem Blut 
2. Herstellen der Stammlösungen 
3. Inkubation der Batches mit 200.000 Zellen in 2 mL RPMI-1640, 10% FBS 
4. Kontrollanalyse der Proben mit mindestens 10.000 Zellen 
5. Anfärben mit entsprechenden Antikörpern 
6. Analyse mittels Durchflusszytometrie 
Folgende Antikörper wurden verwendet. 
T-Zellen:   PE CD3; Maus IgG2a(Biolegend CD3-PE, Catalog 300308). 
B-Zellen:   APC CD19, Maus IgG1. (Biolegend CD19-APC, Catalog 302212). 
Monozyten/Makrophagen:  APC/Fire
TM
 750 CD14, Maus IgG1(Biolegend PerCP/Cy5.5 
Annexin V, Catalog 640936). 
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9.5 Synthesen in Lösung 
9.5.1 Synthese der Deferipron-Derivate 
9.5.1.1 Synthese von Benzyl-Maltol 
 
 
3.00 g (23.8 mmol, 1.0 eq) Maltol 1 wurden in 56 mL Methanol gelöst und unter Rühren 
wurden 2.00 g (35.7 mmol, 1.1 eq) KOH hinzugefügt. Nachdem eine homogene Lösung 
entstanden war, wurden 4.20 mL (6.10 g, 35.7 mmol, 1.1 eq) Benzylbromid hinzugefügt und 
die Lösung über Nacht bei Raumtemperatur gerührt. Das Lösungsmittel wurde unter 
vermindertem Druck entfernt, der erhaltene Rückstand wurde in 100 mL gesättigter 
Natriumchlorid-Lösung aufgenommen und vierfach mit je 130 mL Dichlormethan extrahiert. 
Die vereinigten organischen Phasen wurden über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel 
unter vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene Rückstand wurde säulenchromatographisch 
aufgereinigt (n-Pentan:EtOAc 4:5, Rf = 0.40). Es wurden 4.98 g (23.0 mmol, 97%) Benzyl-
Maltol 2 als gelbes Öl erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):  = 8.03 (d, 1H, 
3
J = 5.7 Hz, 6-CH), 7.42-7.31 (m, 
5H, Ph), 6.36 (d, 1H, 
3
J = 5.6 Hz, 5-CH), 5.02 (s, 2H, Ph-CH2), 2.11 (s, 3H, CH3) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): =173.8 (C-4), 159.1 (C-2), 154.9 (C-6),  
143.1 (C-3), 136.8 (Cq, Ph), 128.5 (CHPh), 128.2 (CHPh), 128.1 (CHPh), 116.4 (C-5), 72.6 (Ph-
CH2), 14.4 (CH3) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C13H12O3Na
+
 (MNa
+
) ber.: 239.0679; gef.: 239.0713. 
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9.5.1.2 Synthese von TBS-Maltol 
 
 
2.50 g (19.8 mmol, 1.0 eq) Maltol und 3.29 g (21.8 mmol, 1.1 eq) Tert-butyldimethylsilyl-
chlorid wurden in 50 mL N,N-Dimethylformamid vorgelegt. Eine Lösung aus 
2.70 g (39.6 mmol, 2.0 eq) Imidazol in 12 mL N,N-Dimethylformamid wurde hinzugetropft 
und die Lösung wurde für sechs Stunden bei Raumtemperatur gerührt. Die Lösung wurde mit 
50 mL 5%iger Natriumhydrogencarbonat-Lösung verdünnt. Die wässrige Phase wurde 
vierfach mit je 130 mL n-Pentan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden über 
Magnesiumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der 
erhaltene Rückstand wurde in vacuo getrocknet. Es wurden 4.31 g (17.9 mmol, 81%) als 
farbloser Feststoff erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):  = 8.02 (d, 1H, 
3
J = 5.7 Hz, 6-CH), 6.32 (d, 1H, 
3
J = 5.6 Hz, 5-CH), 2.11 (s, 3H, CH3), 0.93 (s, 9H, (CH3)3), 0.18 (s, 6H, (CH3)2) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 173.1 (C-4), 154.4 (C-6), 154.3 (C-3),  
141.2 (C-2), 114.8 (C-5), 25.8 ((CH3)3), 18.3 (Cq, tBu), 14.5 (CH3), 3.80 ((CH3)2) ppm. 
29
Si-NMR (99 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 23.4 ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C12H21O3Si
+
 (MH
+
) ber.: 241.1255; gef.: 241.1254. 
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9.5.1.3 Synthese von Benzyl- Deferipron 
 
 
5.00 g (23.1 mmol, 1.0 eq) Benzyl-Maltol 1 wurden in 50 mL MeOH/H2O (1:1) vorgelegt. 
1.20 mL (0.79 g, 25.4 mmol, 1.1 eq) 40% MeNH2 aq. und 2.03 g (50.9 mmol, 2.2 eq) NaOH 
wurden hinzugefügt und die Lösung wurde für zwei Stunden bei 75 °C gerührt. Das 
Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, die wässrige Phase wurde zweifach 
mit je 30 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden zweifach 
mit je 50 mL gesättigter Natriumchlorid-Lösung gewaschen und über Magnesiumsulfat 
getrocknet. Das Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der erhaltene 
Rückstand wurde säulenchromatographisch aufgereinigt (DCM/MeOH 10:1, Rf = 0.32). Es 
wurden 4.07 g (17.7 mmol, 77%) Benzyl-Thio-Deferipron 3 als braunes Öl erhalten.  
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):  = 7.57 (d, 1H, 
3
J = 7.5 Hz, 6-CH), 7.43-7.28 (m, 
5H, Ph), 6.10 (d, 1H, 
3
J = 5.2 Hz, 5-CH), 5.02 (s, 2H, Ph-CH2), 3.55 (s, 3H, NCH3), 2.16 (s, 
3H, CH3) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 171.7 (C-4), 145.2 (C-3), 141.1 (C-2),  
139.9 (C-6), 137.8 (Cq,Ph), 128.3 (CHPh), 128.1 (CHPh), 127.7 (CHPh), 115.6 (C-5), 71.7 (Ph-
CH2), 40.8 (NCH3), 12.2 (CH3) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C14H16NO2
+
 (MH
+
) ber.: 230.1176; gef.: 230.1176. 
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9.5.1.4 Synthese von Deferipron 
 
 
Methode A: 
1.00 g (4.36 mmol, 1.0 eq) Benzyl-Deferipron 3a wurden in 25 mL Methanol gelöst und mit 
100 mg Pd/C (5%) versetzt. Die Lösung wurde für 16 Stunden in einer 10 bar H2-Atmosphäre 
gerührt. Das Reaktionsgemisch wurde mit je 10 mL Ethanol und Ethylacetat versetzt, 
zentrifugiert und dekantiert. Die überstehende Lösung wurde mittels Spritzenfilter filtriert. 
Das Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der erhaltene Rückstand in 
vacuo getrocknet. Es wurden 0.57 g (4.09 mmol, 94%) Deferipron 4a als farbloser Feststoff 
erhalten. 
Methode B:  
1.00 g (7.93 mmol, 1.0 eq) Maltol 1 wurde in 20 mL H2O mit 880 µL (17.5 mmol, 2.2 eq) 
40% MeNH2 aq. Versetzt. Die Lösung wurde für sechs Stunden unter Rückfluss erhitzt. Das 
Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, der erhaltene Rückstand wurde in 
wenig H2O aufgenommen und bei 4 °C gelagert. Nach 16 Stunden Kühlung wurde der 
kristalline Niederschlag mittels Filtration abgetrennt und in vacuo getrocknet. Es wurden 
0.43 g (3.10 mmol, 39%) Deferipron 4a als farbloser Feststoff erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):  = 7.53 (d, 1H, 
3
J = 7.3 Hz, 6-CH), 6.06 (d, 1H, 
3
J = 7.3 Hz, 5-CH), 3.61 (s, 3H, NCH3), 2.25 (s, 3H, CH3) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 168.8 (C-4), 145.3 (C-3), 138.0 (C-6),  
129.2 (C-2), 110.1 (C-5), 40.9 (NCH3), 11.6 (CH3) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C7H10NO2
+
 (MH
+
) ber.: 140.1546; gef.: 140.1548. 
Die Darstellung der Derivate 4b und 4c erfolgte analog.  
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9.5.1.5 Synthese von Thio-Maltol 
 
 
0.40 g (3.17 mmol, 2.0 eq) Maltol 1 wurden in 25 mL Toluol gelöst und mit 
0.64 g (1.58 mmol, 1.0 eq) Lawessons Reagenz versetzt. Die Lösung wurde eine Stunde unter 
Rückfluss erhitzt. Das Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der 
erhaltene Rückstand wurde säulenchromatographisch aufgereinigt (DCM, Rf = 0.33). Es 
wurden 0.36 g (2.53 mmol, 80%) Thiomaltol 5 als gelber Feststoff erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):  = 8.24 (s, 1H, OH), 8.07 (d, 1H, 
3
J = 5.2 Hz,  
6-CH), 7.33 (d, 1H, 
3
J = 5.2 Hz, 5-CH), 2.38 (s, 3H, CH3) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 185.5 (C-4), 150.0 (C-2), 148.5 (C-6),  
146.3 (C-3), 124.3 (C-5), 14.8 (CH3) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C6H7O2S
+
 (MH
+
) ber.: 143.1721; gef.: 143.1720. 
 
9.5.1.6 Synthese von Thio-Deferipron 
 
 
70.0 mg (0.49 mmol, 1.0 eq) Thiomaltol wurden in 2.0 mL 0.5 M Salzsäure. gelöst und mit 
folgendem Programm im Mikrowellenreaktor umgesetzt: 5 Minuten bei 65 °C; 90 Sekunden 
bei 165 °C mit P = 300 W. Die Lösung wurde mit 10 mL Wasser versetzt und dreifach mit je 
20 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen über Magnesiumsulfat 
getrocknet und das Lösungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Es wurden 
62.1 mg (0.40 mmol, 82%) Thio-Deferipron als gelber Feststoff erhalten. 
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1
H-NMR (300 MHz, 300 K, DMSO-d6):  = 7.65 (d, 1H, 
3
J = 6.6 Hz, 6-CH), 7.28 (d, 1H, 
3
J = 5.2 Hz, 5-CH), 3.81 (NCH3. 2.42 (s, 3H, CH3) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 193.4 (C-4), 156.8 (C-2), 151.8 (C-3),  
137.2 (C-6), 133.8 (C-5), 42.3 (NCH3), 12.7 (CH3) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C7H10NOS (MH
+
) ber.: 156.0478; gef.: 156.0478. 
 
9.5.1.7 Synthese von Benzyl-Thiomaltol 
 
 
0.50 g (2.31 mmol, 2.0 eq) Benzyl-Maltol 2 wurden in 25 mL Toluol gelöst und mit 
0.47 g (1.16 mmol, 1.0 eq) Lawessons Reagenz versetzt. Die Lösung wurde über Nacht unter 
Rückfluss erhitzt. Das Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der 
erhaltene Rückstand wurde säulenchromatographisch aufgereinigt (DCM:MeOH 20:1,  
Rf = 0.38). Es wurden 0.49 g (2.11 mmol, 91%) Benzyl-Thiomaltol 7 als braunes Öl erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):  = 7.97 (d, 1H, 
3
J = 5.2 Hz, 6-CH), 7.50-7.32 (m, 
5H, Ph), 7.21 (d, 1H, 
3
J = 5.2 Hz, 5-CH), 5.05 (s, 2H, Ph-CH2), 2.20 (s, 3H, CH3) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 193.4 (C-4), 156.8 (C-2), 151.8 (C-3),  
147.5 (C-6), 136.7 (Cq,Ph), 128.6 (CHPh), 128.2 (CHPh), 128.1 (CHPh), 128.0 (C-5), 71.4 (Ph-
CH2), 15.0 (CH3) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C13H12O2SNa (MNa
+
) ber.: 255.0451; gef.: 255.0513. 
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9.5.1.8 Synthese von Acetyl-Meldrumssäure 
 
3.00 g (20.8 mmol, 1.0 eq) Meldrumssäure 9 wurden in 25 mL Dichlormethan gelöst und mit 
3.40 mL (3.29 g, 41.6 mmol, 2.0 eq) Pyridin versetzt. Unter Eiskühlung wurden 
1.48 mL (1.63 g, 20.8 mmol, 1.0 eq) Acetylchlorid hinzugefügt. Die Lösung wurde über 
Nacht bei Raumtemperatur gerührt. Es wurden 50 mL 1 M Salzsäure. hinzugefügt, die Phasen 
wurden getrennt und die wässrige Phase wurde zweifach mit je 75 mL Dichlormethan 
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden über MgSO4 getrocknet und das 
Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene Rückstand wurde in 
vacuo getrocknet. Es wurden 3.63 g (19.5 mmol, 94%) Acetyl-Meldrumssäure 10 als brauner 
Feststoff erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, CDCl3):  = 15.1 (s, 1H, OH), 2.66 (s, 3H, CH3), 1.72 (s, 6H, 
(CH3)2) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, CDCl3): = 194.7 (COH), 170.3 (CO), 160.6 (Cq,Acetal), 
105.1 (Cq,Enol), 27.0 ((CH3)2), 23.7 (CH3) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C8H11O5
+
 (MH
+
) ber.: 187.1630; gef.: 187.1633. 
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9.5.1.9 Synthese von 2-Methyl-(4H)--pyranon 
 
0.50 g (2.20 mmol, 1.0 eq) Acetyl-Meldrumssäure 10 wurden in 6 mL Toluol gelöst und mit 
1.60 mL (1.23 g, 12.2 mmol, 5.5 eq) frisch destilliertem n-Butylvinylether versetzt. Die 
Lösung wurde für drei Stunden bei 85 °C gerührt. Das Lösungsmittel wurde unter 
vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene Rückstand wurde in 16 mL THF/H2O 
aufgenommen und mit 49 mg (0.22 mmol, 0.1 eq) para-Toluolsulfonsäure Hydrat versetzt. 
Die Lösung wurde über Nacht unter Rückfluss gerührt. Das Lösungsmittel wurde unter 
vermindertem Druck entfernt und die wässrige Phase wurde mit Natriumhydrogencarbonat 
neutralisiert. Die wässrige Phase wurde dreifach mit je 30 mL Dichlormethan extrahiert. Die 
vereinigten organischen Phasen wurden über Magnesiumsulfat getrocknet und das 
Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene Rückstand wurde 
säulenchromatographisch aufgereinigt (DCM/MeOH 40:1, Rf = 0.22). Es wurden 
0.16 g (1.45 mmol, 66%) 2-Methyl-(4H)--Pyranon 12 als gelbes Öl erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, CDCl3):  = 7.68 (dd, 1H, 
3
J = 6.0 Hz, 
4
J = 0.3 Hz, 6-CH), 
6.28 (dd, 1H, 
3
J = 6.0 Hz, 
4
J = 6.0 Hz, 5-CH), 6.17-6.13 (m, 1H, 3-CH), 2.27 (d, 3H, 
4
J = 
0.8 Hz, CH3) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, CDCl3): = 179.3 (C-2), 166.2 (C-4), 155.1 (C-6), 116.6 (C-5), 
115.6 (C-3), 19.9 (CH3) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C6H7O2 (MH
+
) ber.: 111.1130; gef.: 111.1129. 
Die Darstellung von Verbindung 15 aus 12 erfolgte analog zur Darstellung von 4a aus 1. 
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9.5.1.10 Synthese von 1,2-Dimethyl-3-nitropyridinium-perchlorat 
 
100 mg (0.72 mmol, 1.0 eq) 2-Methyl-4-nitropyridin 13 wurden mit 206 µL (274 mg, 
2.17 mmol, 3.0 eq) Dimethylsulfat versetzt und für fünf Stunden bei 70 °C gerührt. Nach dem 
Abkühlen der Lösung wurden 700 µL Wasser und 500 µL ges. NaClO4 aq hinzugefügt und die 
Lösung wurde über Nacht bei 4 °C gelagert. Die erhaltene Lösung wurde mittels rp-hplc (5% 
auf 15% MeCN in 20 Min) gereinigt. Es wurden 50.9 mg (0.20 mmol, 28%) 1,2-Dimethyl-3-
Nitropyridinium-Perchlorat 14 als farbloser Feststoff erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):  = 9.32 (d, 1H, 
3
J = 6.8 Hz, 6-CH), 8.88 (d, 1H,  
4
J = 2.5 Hz, 3-CH), 8.67 (dd, 1H, 
3
J = 6.8 Hz, 
4
J = 2.5 Hz, 5-CH), 4.33 (s, 3H, NCH3), 
2.92 (s, 3H, CH3) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 149.5 (C-6), 122.5 (C-3), 118.7 (C-5), 
46.3 (NCH3), 20.4 (CH3) ppm. 
Da 1,2-Dimethyl-Nitropyridnium-Perchlorat 14 bereits im NMR-Rohr zunächst zu 1,2-
Dimethyl-4-Nitro-1,4-Dihydropyridin-4-ol I und anschließend zu 1,2-Dimethyl-(1H)--
Pyridinon 15 umlagert, konnte keine vollständige 
13
C-NMR Analyse durchgeführt werden. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C7H9N2O2 (MH
+
) ber.: 153.0658; gef.: 153.0659. 
HPLC (0.45  mL/min, 5-15% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 2.06 min, Reinheit 99%. 
Semiprep-HPLC  (15 mL/min, 5-10% MeCN in H2O in 20 min): 
tr = 4.34 min, Reinheit 82%. 
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9.5.1.11 Synthese von 1,2-Dimethyl-4-Nitro-1,4-dihydropyridin-4-ol 
 
3.00 mg (11.9 µmol, 1.0 eq) 1,2-Dimethyl-3-Nitropyridinium-Perchlorat 14 wurden in 
600 µL DMSO-d6 gelöst und für drei Stunden bei 40 °C gerührt. Mittels 
1
H NMR-
Spektroskopie wurden 94% Umsatz bestimmt. Nach weiteren 72 h war der Umsatz 
vollständig. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):  = 8.55 (d, 1H, 
3
J = 7.2 Hz, 6-CH), 7.19 (d, 1H, 
4
J = 2.8 Hz, 3-CH), 7.12 (dd, 1H, 
3
J = 7.2 Hz, 
4
J = 2.9 Hz, 5-CH), 3.97 (s, 3H, NCH3), 
2.60 (s, 3H, CH3) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 169.8 (C-4), 156.3 (C-2), 147.2 (C-6),  
114.3 (C-3), 112.3 (C-5), 43.1 (NCH3), 19.5 (CH3) ppm 
 
9.5.1.12 Synthese von 1,2-Dimethyl-(1H)--pyridinon 
 
25.0 mg (99 µmol, 1.0 eq) 1,2-Dimethyl-3-Nitropyridinium-Perchlorat 14 wurden in 2.0 mL 
Ethanol gelöst mit 184 mg Lewatit M500 versetzt und für zwei Stunden unter Rückfluss 
erhitzt. Nach Abkühlen wurde der Ionentauscher abfiltriert und das Lösungsmittel des Filtrats 
unter vermindertem Druck entfernt. Es wurden 9.60 mg (78 µmol, 79%) 1,2-Dimethyl-(1H)-
-Pyridinon 15 als farbloser Feststoff erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):  = 7.57 (d, 1H, 
3
J = 6.8 Hz, 6-CH), 6.00 (d, 1H, 
4
J = 2.8 Hz,
 4
J = 0.6 Hz, 3-CH), 5.94 (dd, 1H, 
3
J = 6.8 Hz, 
4
J = 2.8 Hz, 5-CH), 3.54 (s, 3H, 
NCH3), 2.22 (d, 3H, 
4
J = 0.6 Hz, CH3) ppm. 
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13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 177.5 (C-4), 148.9 (C-2), 142.5 (C-6), 117.4 (C-
3), 115.9 (C-5), 39.5 (NCH3), 18.9 (CH3) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C7H9NONa
+
 (MNa
+
) ber.: 146.0576; gef.: 146.0576. 
 
9.5.2 Synthese von Thioaminosäure-Aktivestern 
9.5.2.1 Synthesen der Anilide 
 
5.00 g (16.8 mmol, 1.0 eq) Fmoc-Gly-OH 26 und 12.8 g (33.7 mmol, 2.0 eq) HATU wurden 
bei Raumtemperatur in 30 mL DMF gelöst. 5.80 mL (34.1 mmol, 2.0 eq) DIPEA und 
2.61 g (17.0 mmol, 1.1 eq) 4-Nitro-1,2-phenylendiamin wurden hinzugegeben und die 
Reaktionslösung wurde über Nacht bei Raumtemperatur gerührt. Das Lösungsmittel wurde 
unter vermindertem Druck entfernt und der erhaltene Rückstand wurde in 250 mL ges. NaCl-
Lösung aufgenommen. Die wässrige Phase wurde vierfach mit je 250 mL Ethylacetat 
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen wurden über Magnesiumsulfat getrocknet. 
Das Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der erhaltene Rückstand 
wurde säulenchromatographisch aufgereinigt (CH:EtOAc 1:1, Rf = 0.10). Es wurden 
5.75 g (13.3 mmol, 79%) des Anilids 28 als gelber Feststoff erhalten. Die Darstellung von 29 
erfolgte analog. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6): 
 = 9.29 (brs, 1H, CONH), 8.16 (d, 4J = 2.6 Hz, 1H, 6-CH), 7.90 (d, 3J = 7.5 Hz, 2H, Ph), 
7.86 (dd, 
3
J = 9.1 Hz, 
4
J = 2.6 Hz, 1H, 4-CH), 7.73 (d, 
3
J = 7.5 Hz, 2H, Ph), 
7.63 (t,
 3
J = 5.9 Hz, 1H, NH), 7.42 (t, 
3
J = 7.5 Hz, 2H, Ph), 7.34 (t,
3
J = 7.5 Hz, 2H, Ph), 
6.76 (d, 
3
J = 9.1 Hz, 1H, 3-CH), 6.49 (brs, 2H, NH2), 4.33 (d, 
3
J = 7.0 Hz, 2H, Fmoc-CH2), 
4.25 (mc, 1H, Fmoc-CH), 3.87 (d, 
3
J = 5.9 Hz, 2H, α-CH2) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 168.7 (CO), 156.6 (COFmoc), 149.4 (Cq, Fmoc), 
143.8 (C-2), 140.7 (5-C), 135.4 (Ph), 127.6 (Ph),127.1 (Ph), 125.2 (Ph), 123.1 (Ph), 
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121.8 (C-1), 121.1 (C-4), 120.1 (C-6), 113.5 (C-3), 65.7 (Fmoc-CH2), 46.6 (Fmoc-CH), 
43.9 (α-C) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C23H20N4O5
+
 (MH
+
) ber.: 433.1506; gef.: 433.1509. 
 
9.5.2.2 Synthesen der Thioamide 
 
0.60 g (1.39 mmol, 1.0 eq) von 28 wurden in 6.0 mL THF vorgelegt und bei Raumtemperatur 
mit 0.85 g (2.09 mmol, 1.5 eq) Lawessons Reagenz versetzt. Nachdem die Lösung über Nacht 
bei Raumtemperatur gerührt wurde, wurde das Lösungsmittel unter vermindertem Druck 
entfernt. Der erhaltene Rückstand wurde säulenchromatographisch aufgereinigt (n-
Pentan:EtOAc 1:1, Rf = 0.29). Es wurden 0.58 g (1.29 mmol, 93%) von Verbindung 30 als 
gelber Feststoff erhalten. Die Darstellung von 31 erfolgte analog. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):  = 11.1 (s, 1H, CSNH), 7.95 (dd, 
3
J = 9.1 Hz, 
4
J = 2.7 Hz, 1H, 4-CH), 7.91-7.89 (m, 3H, Ph + 6-CH), 7.81-7.71 (m, 3H, Ph + NH), 
7.42 (t, 
3
J = 7.1 Hz, 2H, Ph), 7.33 (t,
 3
J = 7.1 Hz, 2H, PhFmoc), 6.78 (d,
 3
J  = 9.1 Hz, 1H, 3-
CH), 6.54 (brs, 2H, NH2), 4.35-4.17 (m, 3H, Fmoc-CH2 + Fmoc-CH), 3.86-3.79 (m, 2H, α-
CH2) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 202.7 (CS), 156.5 (COFmoc), 150.8 (5-C), 
143.8 (Cq, Fmoc), 140.7 (2-C), 135.1 (Ph), 132.3 (Ph), 127.7 (Ph), 127.1 (Ph), 125.3 (Ph), 
125.1 (1-C), 124.9 (Ph), 122.3 (4-C), 120.1 (6-C), 113.9 (3-C), 65.9 (Fmoc-CH2), 
51.5 (Fmoc-CH), 46.7 (α-C) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C23H20N4O4S
+
 (MH
+
) ber.: 471.1097; gef.: 471.1100. 
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9.5.2.3 Synthesen der Aktivester 
 
0.45 mmol (1.0 eq) des jeweiligen Thioamids 30/31 wurden in 10 mL Essigsäure vorgelegt 
und portionsweise wurden 0.68 mmol (1.6 eq)  Natriumnitrit unter Eiskühlung zugegeben. 
Die Lösung wurde für 30 Minuten gerührt. Durch die Zugabe von kaltem Wasser wurde der 
Aktivester 32/33 als farbloser Feststoff ausgefällt, der mittels Filtration isoliert und 
unmittelbar in der Peptidsynthese eingesetzt wurde.  
9.5.2.4 Aktivester in der Peptidsynthese 
Die Kupplung der Thioamid-Aktivester erfolgte in einer manuellen Peptidsynthese bei 
Raumtemperatur. Hierzu wurden 3.0 eq des Thioamid-Aktivesters mit 5.0 eq DIPEA in wenig 
DCM gelöst und für eine Stunde mit dem entsprechenden Harz versetzt. Nach mehrmaligem 
Waschen mit DCM wurde der polymere Träger zurück in den Synthesizer überführt und die 
automatisierte Peptidsynthese wurde fortgesetzt. 
9.5.3 Synthese der Hop-Aminosäure 
Die experimentellen Durchführungen zur Synthese der Fmoc-geschützen Hop-Aminosäure 
50/51 können in Chem. Eur. J. 2017, 23, 8450-8456 erhalten werden.
[242]
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9.5.4 Synthesen der Levofloxacin-/Cycloserin-Derivate 
 
9.5.4.1 Synthese von (S)-9-Fluoro-3-methyl-7-oxo-10-(piperazin-1-yl)-2,3-dihydro-7H-
[1,4]oxazino[2,3,4-ij]chinolin-6-carbonsäure 
 
0.10 g (0.35 mmol, 1.0 eq) des Fluorochinolons 58 und 0.18 g (2.14 mmol, 6.1 eq)  
1,4-Piperazin wurden in 1.5 mL Dimethylsulfoxid gelöst und über Nacht bei Raumtemperatur 
gerührt. Es wurde kaltes Aceton hinzugefügt und der entstandene Niederschlag wurde 
abfiltriert. Das Filtrat wurde in kalten Diethylether getropft. Die entstandene Suspension 
wurde zentrifugiert, die überstehende Lösung wurde abdekantiert und der erhaltene Rückstand 
erneut mit Diethylether gewaschen. Der erhaltene Rückstand wurde in vacuo getrocknet. Es 
wurden 0.11 g (0.32 mmol, 91%) Desmethyl-Levofloxacin 59 als gelber Feststoff erhalten.  
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):= 8.96 (s, 1H, 5-CH), 7.57 (d, 1H, 
3
J = 12.5 Hz,  
8-CH), 4.91 (ddq, 1H, 
3
J = 6.8 Hz, 
3
J = 3.7 Hz, 
3
J = 2.1 Hz, 3-CH), 4.56 (dd, 1H, 
3
J = 11.5 Hz, 
3
J = 1.7 Hz, 2-CH2), 4.36 (dd, 
3
J = 11.5 Hz, 
3
J = 2.3 Hz, 2-CH2), 3.27-3.24 (m, 
4H, 13-CH2), 2.87-2.78 (m, 4H, 14-CH2), 1.44 (d, 3H, 
3
J = 6.8 Hz, CH3) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 176.4 (C-7), 166.1 (CO2H), 155.6 (C-9), 
146.1 (C-5), 140.2 (C-11), 132.5 (C-10), 124.8 (C-4a), 119.6 (C-7a), 106.6 (C-6), 103.4 (C-8), 
68.0 (C-2), 54.8 (C-3), 51.5 (C-13), 46.2 (C-14), 17.9 (C-1) ppm. 
19
F-NMR (282 MHz, 300 K, DMSO-d6): = -121.0 (s, 1F, 9-CF) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C17H19N3O4F
+
 (MH
+
) ber.: 348.1354; gef.: 348.1346. 
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9.5.4.2 Synthese von (S)-9-Fluoro-10-(4-(1-hydroxy-1,3-dihydrobenzo[c][1,2]oxaborole-
5-carbonyl)piperazin-1-yl)-3-methyl-7-oxo-2,3-dihydro-7H-[1,4]oxazino[2,3,4-
ij]quinolin-6-carbonsäure 
 
5.73 mg (32.2 µmol, 1.0 eq)1-Hydroxy-1,3-dihydrobenzo[c][1,2]oxaborol-5-carbonsäure 60 
wurde zusammen mit 4.53 mg (32.2 µmol, 1.0 eq) HOBt, 12.2 mg (32.2 µmol, 1.0 eq) HBTU 
und 13.7 µL (32.2 µmol, 1.0 eq) DIPEA in 3 mL DMF vorgelegt und für 45 Minuten bei 
Raumtemperatur gerührt. Anschließend wurden 11.2 mg (32.2 µmol, 1.0 eq) Desmethyl-
Levofloxacin 59 hinzugefügt und die Reaktionslösung wurde über Nacht bei Raumtemperatur 
gerührt. Das Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der erhaltene 
Rückstand in wenig H2O/MeCN aufgenommen und gefriergetrocknet. Der erhaltene 
Rückstand wurde mittels semipräparativer HPLC (20% auf 60% MeCN in H2O in 
30 Minuten) aufgereinigt. Es wurden 6.60 mg (13.0 µmol, 40%) von Verbindung 61 als 
gelber Feststoff erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):= 9.30 (s, 1H, B-OH), 8.98 (s, 1H, 5-CH), 7.81 (d, 
3
J = 7.6 Hz, 1H-21-CH), 7.48 (d, 1H, 
3
J = 12.5 Hz, 8-CH), 7.40 (d, 
3
J = 7.6 Hz, 20-CH), 
4.92 (m, 1H, 3-CH), 4.59 (dd, 1H, 
3
J = 11.5 Hz, 
3
J = 1.7 Hz, 2-CH2), 4.36 (dd, 
3
J = 11.7 Hz, 
3
J = 2.3 Hz, 2-CH2), 3.51-3.41 (m, 4H, 13-CH2), 3.41-3.20 (m, 4H, 14-CH2), 1.44 (d, 3H, 
3
J = 6.8 Hz, CH3) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 176.4 (C-7), 169.1 (C-16), 165.9 (CO2H), 
156.1 (C-9), 153.9 (C-21a), 146.1 (C-5), 140.1 (C-11), 137.8 (C-18a), 131.4 (C-17), 131.1 (C-
10), 130.4 (C-21), 125.3 (C-20), 124.6 (C-4a), 119.7 (C-18), 11.6 (C-7a), 106.6 (C-6), 
102.9 (C-8), 69.7 (C-7), 67.9 (C-2), 54.6 (C-3), 50.0 (C-14), 42.1 (C-13), 17.6 (CH3) ppm. 
19
F-NMR (282 MHz, 300 K, DMSO-d6): = -119.7 (s, 1F, 9-CF) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C25H24N3O7FB
+
 (MH
+
) ber.: 508.1686; gef.: 508.1679. 
HPLC: (20% auf 60% MeCN in H2O in 10 min); tr = 6.97 min.  
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9.5.4.3 Synthese von Fmoc-D-Cycloserin 
 
Unter Argon-Atmosphäre wurden 0.40 g (3.92 mmol, 1.0 eq) D-Cycloserin 62 und 
2.4 mL (1.99 g, 9.80 mmol, 2.50 eq) Bis(trimethylsilyl)acetamid in 3 mL absolutem 
Dichlormethan vorgelegt und für 45 Minuten bei Raumtemperatur gerührt. Nach Zugabe von 
6.3 mL (6.17 g, 6.20 mmol, 20 eq) Pyridin wurde die Reaktionslösung für 15 Minuten bei 
Raumtemperatur gerührt. 1.32 g (3.92 mmol, 1.0 eq) Fmoc-OSu wurden portionsweise 
hinzugegeben und die Lösung wurde über Nacht bei Raumtemperatur gerührt. Das 
Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der erhaltene Rückstand wurde 
in 10 mL Ethylacetat. Die organische Phase wurde vierfach mit je 4 mL 10 mM HClaq. und 
gesättigter NaClaq. gewaschen und anschließend über wasserfreiem MgSO4 getrocknet. Das 
Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der erhaltene Rückstand wurde 
säulenchromatographisch aufgereinigt (DCM/MeOH 20:1, Rf = 0.34). Es wurden 
1.21 g (3.73 mmol, 95%) Fmoc-D-Cycloserin 63 als farbloser Feststoff erhalten.  
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):= 7.92 (d, 1H, 
3
J = 7.6 Hz, -NH), 7.90 (d, 2H, 
3
J = 7.6 Hz, CH Fmoc,ar.), 7.71 (m, 2H, CH Fmoc,ar.), 7.33 (t, 2H, 
3
J = 7.5 Hz, CH Fmoc,ar.), 4.60-
4.53 (m, 1H, -CH), 4.49 (dd, 1H, 2J = 9.9 Hz, 3J = 8.4 Hz,-CH), 4.35-4.32 (m, 2H, 9-CH2), 
4,25-4.22 (m, 1H, 8-CH), 3.94 (dd, 1H, 
2
J = 10.5 Hz, 
3
J = 8.2 Hz, -CH) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 171.4 (CO), 156.0 (COFmoc), 143.8 (2C, 
Cq,Fmoc), 140.8 (Cq, Fmoc), 127.1 (2C, CH Fmoc,ar.), 125.2 (2C; CH Fmoc,ar.), 120.2 (CH Fmoc,ar.), 
71.6 (-C), 65.8 (9-CH2), 52.6 (-C), 46.6 (8-CH) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C18H16N2O4Na
+
 (MNa
+
) ber.:347.1002; gef.: 347.1003. 
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9.5.4.4 Synthese von (R)-1-Hydroxy-N-(3-Oxaisoxazolidinin-4-yl)-1,3-
Dihydrobenzo[c][1,2]oxaborol-5-Carboxamid 
 
Gemäß der allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Beladung des 2-CTC-Harzes mit Fmoc-
geschützten Aminosäuren wurde Fmoc-D-Cycloserin analog auf das Harz beladen mit dem 
Unterschied, dass hier 3.0 Äquivalente der Aminosäure eingesetzt und die Beladungszeit auf 
120 Minuten angepasst wurde. Mittels UV/Vis-Spektroskopie konnte eine Beladung von ca. 
0.70 mmol/g abgeschätzt werden. In einer manuellen Peptidsynthese wurden 0.50 g des 
beladenen Harzes in eine Glasfritte überführt und zweifach für je zehn Minuten mit 20% 
Piperidin in DMF behandelt, um die Fmoc-Schutzgruppe abzuspalten. Anschließend wurden 
0.18 g (1.00 mmol, 3.0 eq) Boroxol 60 mit 0.14 g (1.00 mmol, 3.0 eq) HOAt, 
0.38 g (1.00 mmol, 3.0 eq) HATU und 570 µL DIPEA (0.43 g, 3.35 mmol, 10 eq) DIPEA in 
DMF gelöst und zum Harz gegeben. Nach einer Stunde Reaktionszeit wurde das Harz mit 
DMF, DCM und MeOH gewaschen, bevor für eine Stunde bei Raumtemperatur mit 95% 
TFAaq. das Dipeptid 65 vom polymeren Träger abgespalten wurde. Nach Präzipitation und 
Waschen gemäß der allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Peptidsynthese wurden 
20 mg (0.08 mmol, 23% bzgl. der abgeschätzten Harzbeladung) von Verbindung 65 als 
farbloser Feststoff erhalten.  
1
H-NMR (600 MHz, 300 K, DMSO-d6):= 11.5 (s, 1H, -NH), 9.34 (s, 1H, B-OH), 9.01 (d, 
3
J = 8.1 Hz, -NH), 7.88 (s, 1H, 2-CH), 7.84-7.80 (m, 2H,4-CH+5-CH), 5.08-5.01 (m, 3H, -
CH+Ph-CH2), 4.58 (dd, 1H, 
2
J = 9.8 Hz, 
3
J = 8.5 Hz, -CH), 4.11 (dd, 1H, 2J = 11 Hz, 
3
J = 8.5 Hz, -CH) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 171.2 (CO), 167.1 (CONH), 154.5 (C-1), 
136.1 (C-3), 134.4 (C-6), 130.7 (C-4), 126.3 (C-5), 120.5 (C-2), 71.9 (-C), 51.6 (-C) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C11H11N2O5BNa
+
 (MNa
+
) ber.:285.0655; gef.: 285.0663. 
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9.5.5. Synthese der Hypusin-Derivate 
 
9.5.5.1 Synthese von (S)-3-Hydroxypyrrolidin-2-on 
 
2.00 g (16.8 mmol, 1.0 eq) (S)-4-Amino-2-Hydroxybuttersäure 66 wurden in 40 mL p-Xylol 
gelöst und mit 25 mL (19.1 g, 108 mmol, 7.0 eq) 1,1,1,3,3,3-Hexamethyldisilazan und fünf 
Tropfen Trimethylsilylchlorid versetzt. Die Lösung wurde sieben Stunden unter Rückfluss 
erhitzt und das Lösungsmittel wurde anschließend unter vermindertem Druck entfernt. Der 
erhaltene Rückstand wurde in 20 mL THF/H2O (9:1) gelöst und mit konzentrierter 
Schwefelsäure angesäuert. Das Lösungsmittelgemisch wurde unter vermindertem Druck 
entfernt und der erhaltene Rückstand wurde säulenchromatographisch aufgereinigt 
(CHCl3/MeOH 7:1, Rf = 0.33). Es wurden 1.68 g (16.6 mmol, 99%) (S)-3-Hydroxypyrrolidin-
2-on 67 als farbloser Feststoff erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6): =  7.62 (bs, 1H, NH), 5.35 (d, 1H, 
3
J = 5.5 Hz, 
OH), 3.97 (dt, 1H, 
3
J = 8.2 Hz, 
3
J = 5.5 Hz, 3-CH), 3.17-3.05 (m, 2H, 5-CH2), 2.28-2.22 (m, 
1H, 4-CHpro(S)) 1.77-1.70 (dq, 1H, 
3
J = 12 Hz, 
5
J = 8.5 Hz, 4-CHpro(R)) ppm.  
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 176.2 (C-2), 68.4 (C-3), 37.5 (C-5), 30.4 (C-4) 
ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C4H7NO2
+
 (MH
+
) ber.: 102.0550; gef.: 102.0550. 
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9.5.5.2 Synthese von (S)-3-tert-Butoxypyrrolidin-2-on 
 
1.68 g (16.6 mmol, 1.0 eq) (S)-3-Hydroxypyrrolidin-2-on 67 wurden in 15 mL Dichlormethan 
gelöst, in einen Druckreaktor überführt und auf 0 °C abgekühlt. Es wurden 1.80 mL 
konzentrierte Schwefelsäure und 150 mL Isobuten-Lösung (ca. 8% in Dichlormethan, 
TCI Deutschland) hinzugefügt und die Lösung wurde für fünf Tage bei Raumtemperatur 
gerührt. Der Umsatz der Reaktion wurde mittels 
1
H-NMR Spektroskopie bestimmt, indem ca. 
5 mL der Reaktionslösung unter Eiskühlung entnommen und das Lösungsmittel dieser Probe 
unter vermindertem Druck entfernt wurde. Der erhaltene Rückstand wurde in 500 µL DMSO-
d6 gelöst, ein 
1
H-NMR Spektrum wurde aufgezeichnet und der Umsatz wurde am 
Integralverhältnis der jeweiligen 3-CH Signale bestimmt. Die Reaktionslösung wurde mit 
gesättigter Natriumhydrogencarbonat-Lösung neutralisiert, die Phasen wurden getrennt und 
die wässrige Phase wurde dreifach mit je 50 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten 
organischen Phasen wurden über Magnesiumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel wurde 
unter vermindertem Druck entfernt. Es wurden 2.04 g (13.0 mmol, 78%) (S)-3-tert-
Butoxypyrrolidin-2-on als farbloser Feststoff erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6): =  7.64 (bs, 1H, NH), 4.07 (t, 1H, 
3
J = 8.1 Hz,  
3-CH), 3.14-3.06 (m, 2H, 5-CH2), 2.31-2.21 (m, 1H, 4-CHpro(S)), 1.79-1.64 (dq, 1H, 
3
J = 12 Hz, 
5
J = 8.4 Hz, 4-CHpro(R)), 1.15 (s, 9H, (CH3)3) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 175.2 (C-2), 73.8 (Cq,tBu), 69.1 (C-3),  
37.5 (C-5), 30.9 (C-4), 28.2 ((CH3)3) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C8H15NO2Na
+
 (MNa
+
) ber.: 180.0995; gef.: 180.0997. 
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9.5.5.3 Synthese von (S)-N-Boc-3-tert-Butoxypyrrolidin-2-on 
 
2.04 g (13.0 mmol, 1.0 eq), (S)-3-tert-Butoxypyrrolidin-2-on wurden unter Eiskühlung in 
23 mL DCM gelöst und mit 3.60 mL (2.63 g, 2.0 eq) Triethylamin, sowie 1.59 g (13.0 mmol, 
1.0 eq) 4-(Dimethylamino)-Pyridin versetzt. Portionsweise wurde 5.67 g (26.0 mmol, 2.0 eq) 
Boc-Anhydrid hinzugefügt und die Lösung wurde über Nacht bei Raumtemperatur gerührt. 
Das Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der erhaltene Rückstand 
wurde säulenchromatographisch aufgereinigt (CH:EtOAc 4:1, Rf = 0.21). Es wurden 
2.52 g (9.79 mmol, 75%) (S)-N-Boc-3-tert-Butoxypyrrolidin-2-on als farbloser Feststoff 
erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6): =  4.38-4.34 (dd,. 1H, 
3
J = 10 Hz, 
3
J = 8.3 Hz,  
3-CH), 3.60 (ddt, 
3
J = 18 Hz, 
3
J = 8.9 Hz, 
3
J = 1.8 Hz, 5-CH), 3.40 (ddd, 
3
J = 10 Hz, 
3
J = 6.7 Hz, 
3
J = 3.6 Hz, 5-CH), 2.22-2.17 (m, 1H, 4-CH), 1.76-1.65 (m, 1H, 4-CH), 1.45 (s, 
9H, (CH3)3,Boc), 1.16 (s, 9H, (CH3)3,tBu) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 172.6 (C-2), 149.8 (COBoc), 81.6 (Cq,Boc), 
74.4 (Cq,tBu), 70.2 (C-3), 41.5 (C-5), 28.0 ((CH3)3,tBu), 27.6 ((CH3)3,Boc), 27.5 (C-4) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C13H24NO4
+
 (MNa
+
) ber.: 258.3329; gef.: 258.3319. 
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9.5.5.4 Synthese von tert-Butyl (3S)-3-(tert-butoxy)-(2RS)-2-hydroxypyrrolidin-1-
carboxylat 
 
200 mg (0.78 mmol, 1.0 eq) (S)-N-Boc-3-tert-Butoxypyrrolidin-2-on wurden unter Argon-
Atmosphäre in 8 mL absolutem Tetrahydrofuran gelöst und auf -78 °C abgekühlt. 
44.9 mg (1.17 mmol, 2.0 eq) Lithiumaluminiumhydrid wurden in 5 mL absolutem 
Tetrahydrofuran gelöst und ebenfalls auf -78 °C abgekühlt. Die Pyrrolidinon-Lösung wurde 
über einen Zeitraum von 20 Minuten zur Hydrid-Lösung getropft und die resultierende 
Lösung wurde für eine weitere Stunde bei -78 °C gerührt. 5 mL NaOHaq. (10%) wurden 
hinzugefügt und nach Beenden der Gasentwicklung wurde der entstandene Feststoff mittels 
Filtration abgetrennt. Der Filterkuchen wurde mehrfach mit Tetrahydrofuran gewaschen. Das 
Lösungsmittel des Filtrats wurde unter vermindertem Druck entfernt und der erhaltene 
Rückstand in vacuo getrocknet. Es wurden 200 mg (0.77 mmol, 99%) tert-Butyl-(3S)-3-(tert-
butoxy)-(2RS)-2-hydroxypyrrolidine-1-carboxylat 68 (1:1 Gemisch beider Diastereomere) als 
farbloses Öl erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6): =  5.74 (d, 1H, 
3
J = 5.6 Hz, OHDS1), 5.55 (d, 1H 
3
J = 5.6 Hz, OHDS2), 4.99 (m, 2H, 2-CHDS1+2), 3.84-3.79 (m, 2H, 3-CHDS1+2), 3.27-3.24 (m, 
4H, 5-CH2,DS1+2), 2.14-2.03 (m, 4H, 4-CH2,DS1+2), 1.41 (s, 9H, (CH3)3,Boc,DS1+2), 1.16 (s, 9H, 
(CH3)3,tBu,DS1+2) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 153.6 (COBoc), 85.8 (C-2), 78.5 (Cq,Boc), 
76.4 (C-3), 72.9 (Cq,tBu), 70.2 (C-3), 43.7 (C-5), 30.2 (C-4), 28.1 ((CH3)3,tBu), 28.0 ((CH3)3,Boc) 
ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C13H25NO4Na
+
 (MNa
+
) ber.: 282.1676; gef.: 282.1676. 
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9.5.5.5 Synthese von tert-Butyl (S)-(3-(tert-butoxy)-4-(propylamino)butyl)carbamat 
 
29 µL (21.0 mg, 0.36 mmol, 1.0 eq) n-Propylamin 69 und 161 mg (0.62 mmol, 1.7 eq) tert-
Butyl-(3S)-3-(tert-butoxy)-(2RS)-2-hydroxypyrrolidine-1-carboxylat 68 wurden in 3 mL THF 
gelöst und anschließend mit 67.9 mg (1.08 mmol, 3.0 eq) Natriumcyanoborhydrid, sowie 
41 µL (43.2 mg, 0.72 mmol, 2.0 eq) Essigsäure versetzt. Die Lösung wurde über Nacht bei 
60 °C gerührt. Nach Abkühlen auf Raumtemperatur wurden 10 mL gesättigte 
Natriumhydrogencarbonat-Lösung hinzugefügt und die Phasen wurden getrennt. Die wässrige 
Phase wurde zweifach mit je 10 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen 
Phasen wurden mit gesättigter Natriumchlorid-Lösung gewaschen, über Magnesiumsulfat 
getrocknet und das Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene 
Rückstand wurde säulenchromatographisch aufgereinigt (CH:EtOAc 1:1, Rf = 0.50). Es 
wurden 40.0 mg (0.13 mmol, 36%) tert-Butyl (S)-(3-(tert-butoxy)-4-
(propylamino)butyl)carbamat 70 als gelbes Öl erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6): =  6.76 (d, 1H, 
3
J = 7.6 Hz, 1-NH), 5.96 (s, 1H,  
6-NH2
+
), 5.54 (s, 1H, 6-NH2
+
), 3.92-3.84 (m, 1H, 4-CH), 2.96 (dt, 2H, 
3
J = 6.8 Hz, 
3
J = 6.1 Hz, 2-CH2), 2.80-2.59 (m, 2H, 5-CH2), 2.71-2.68 (m, 2H, 7-CH2), 1.70-1.49 (m, 4H, 
3-CH2, 8-CH2), 1.38 (s, 9H, (CH3)3,Boc), 1.16 (s, 9H, , (CH3)3,tBu), 0.87-0.84 (m, 3H, 9-CH3) 
ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 155.6 (COBoc), 77.5 (Cq,Boc), 74.1 (Cq,tBu), 
65.5 (C-4), 56.7 (C-7), 55.2 (C-5), 36.3-35.9 (C-2), 34.2 (C-3), 28.4 ((CH3)3,tBu), 
28.2 ((CH3)3,Boc), 18.0 (C-8), 11.1 (C-9) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C16H35N2O3
+
 (MH
+
) ber.: 303.2642; gef.: 303.2644. 
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9.5.5.6 Synthese von Cbz-L-Lys-OBn 
 
1.14 g (2.42 mmol, 1.0 eq Cbz-L-Lys(Boc)-OBn wurde in 18 mL eines Gemisches aus 
Trifluoressigsäure und Dichlormethan (1:1) gelöst und für 30 Minuten bei Raumtemperatur 
gerührt. Das Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und es wurde mehrfach 
mit Diethylether coevaporiert. Der erhaltene Rückstand wurde in 50 mL Ethylacetat gelöst 
und mit 0.25 M Salzsäure angesäuert. Die Phasen wurden getrennt und die wässrige Phase 
wurde mit festem Kaliumcarbonat auf einen pH-Wert größer 10 gebracht. Die wässrige Phase 
wurde daraufhin dreifach mit je 50 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen 
Phasen wurden über Magnesiumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel wurde unter 
vermindertem Druck entfernt. Es wurden 0.88 g (2.39 mmol, 99%) des salzfreien Lysin-
Derivats 71 als farbloses Öl erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6): =  7.78 (d, 1H, 
3
J = 7.6 Hz, -NH), 7.48-7.27 (m, 
10H, CHPh), 5.12 (s, 2H, Ph-CH2), 5.03 (m, 2H, Ph-CH2), 4.09-4.01 (m, 1H, -CH), 2.80-
2.66 (m, 2H, -CH2), 1.72-1.56 (m, 2H, -CH2), 1.38-1.32 (m, 4H, -CH2, -CH2) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C21H27N2O4
+
 (MH
+
) ber.: 371.1965; gef.: 371.1966. 
  
200 9. Experimenteller Teil 
 
 
9.5.5.7 Synthese von Cbz-L-Hpu(tBu, Boc)-OMe 
 
0.16 g (0.47 mmol, 1.0 eq) Cbz-L-Lys-OBn 71 und 0.18 g (0.70 mmol, 1.5 eq) tert-Butyl 
(3S)-3-(tert-butoxy)-(2RS)-2-hydroxypyrrolidine-1-carboxylat 68 wurden in 3.8 mL 
absolutem Tetrahydrofuran gelöst und mit 90.0 mg (1.41 mmol, 3.0 eq) 
Natriumcyanoborhydrid und 54 µL (0.94 mmol, 2.0 eq) Essigsäure versetzt. Die Lösung 
wurde für 16 Stunden bei 60 °C gerührt. Es wurden 10 mL gesättigte 
Natriumhydrogencarbonat-Lösung hinzugefügt und die wässrige Phase wurde dreifach mit je 
10 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesättigter 
Natriumchlorid-Lösung gewaschen und über Magnesiumsulfat getrocknet. Das Lösungsmittel 
wurde unter vermindertem Druck entfernt und der erhaltene Rückstand wurde 
säulenchromatographisch aufgereinigt (CH/EtOAc 1:1, Rf = 0.64). Es wurden 
30.2 mg (56 µmol, 12%) des geschützten Hypusin-Derivats 72 als farbloses Öl erhalten.  
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):=  7.73 (d, 1H, 
3
J = 7.6 Hz, -NH), 7.39-7.25 (m, 
5H, Ph), 6.76 (t, 1H, 
3
J = 5.3 Hz, -NH), 5.99 (s, 1H, -NH), 5.03 (s, 2H, Ph-CH2), 4.05-
4.00 (m, 1H, -CH), 3.85 (quint., 1H, 3J = 5.3 Hz, -CH), 3.63 (s, 3H, OCH3), 2.95 (dt, 2H, 
3
J = 6.7 Hz, 
3
J = 6.0 Hz, -CH2), 2.81-2.63 (m, 2H, -CH2), 2.68 (t, 2H, 
3
J = 5.6 Hz, -CH2), 
1.73-1.48 (m, 6H, -CH2, -CH2, -CH2), 1.37 (s, 9H, (CH3)3,Boc), 1.32-1.26 (m, 2H, -CH2), 
1.15 (s, 9H, (CH3)3,tBu) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 173.2 (CO2Me), 156.6 (COCbz), 156.1 (COCbz),  
137.0 (Cq,Ph), 128.8 (CHPh), 128.3 (CHPh), 128.1 (CHPh), 78.0 (Cq,Boc), 74.5 (Cq,tBu), 66.0  
(Ph-CH2), 65.4 (-C), 57.4 (-C), 54.1 (-C), 53.4 (-C), 52.3 (OCH3), 37.1 (-C), 34.5. (-C), 
30.8 (-C), 28.9 ((CH3)3,Boc), 28.7 ((CH3)3,tBu), 24.5 (-C), 23.4 (-C) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C29H50N3O7
+
 (MH
+
) ber.: 552.7330; gef.: 552.7332. 
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9.5.6 Synthesen der Desoxyhypusin-Derivate 
 
9.5.6.1 Synthese von N-Boc--Aminobuttersäure 
 
5.01 g (48.5 mmol, 1.0 eq) -Aminobuttersäure wurden unter Eiskühlung in 75 mL 
Tetrahydrofuran gelöst. 50 mL 1 M NaOH, sowie anschließend 13.3 g (60.9 mmol, 1.3 eq) 
Boc-Anhydrid wurden hinzugefügt und die Lösung für drei Stunden bei Raumtemperatur 
gerührt. Das Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, der erhaltene 
Rückstand wurde in 30 mL Wasser aufgenommen und mit 50 mL Ethylacetat gewaschen. Die 
wässrige Phase wurde mit 1 M Salzsäure. angesäuert und dreifach mit je 200 mL Diethylether 
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden über Magnesiumsulfat getrocknet und 
das Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Es wurden 7.51 g  
(37.0 mmol, 76%) N-Boc--Aminobuttersäure als farbloses Öl erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6): =  6.81 (t, 1H, 
3
J = 5.5 Hz, NH), 2.90 (q, 
3
J = 5.0 Hz, 4-CH2), 2.19 (t, 2H, 
4
J = 7.5 Hz, 2-CH2), 1.58 (quint., 2H, 
3
J = 7.2 Hz, 3-CH2), 
1.37 (s, 9H, (CH3)3) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 174.2 (C-1), 155.6 (COBoc), 77.4 (Cq,Boc), 
31.0 (C-2), 28.2 (CH3)3), 24.9 (C-3) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C9H17NO4Na (MNa
+
) ber.: 226.1050; gef.: 226.1050. 
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9.5.6.2 Synthese von GABA-OMe·HCl 
 
7.0 mL (7.70 g, 98.1 mmol, 2.0 eq) Acetylchlorid wurden unter Eiskühlung zu 40 mL 
Methanol getropft. Die Lösung wurde für 30 Minuten bei 0 °C gerührt, bevor 
5.00 g (48.5 mmol, 1.0 eq) -Aminobuttersäure hinzugefügt wurden. Die Reaktionslösung 
wurde über Nacht bei Raumtemperatur gerührt. Das Lösungsmittel wurde unter vermindertem 
Druck entfernt und der erhaltene Rückstand in vacuo getrocknet. Es wurden 
7.43 g (48.5 mmol, quant.) -Aminobuttersäuremethylester Hydrochlorid als farbloser 
Feststoff erhalten. 
1
H-NMR (300 MHz, 300 K, DMSO-d6):= 8.23 (bs, 3H, NH3
+
), 3.58 (s, 3H, OCH3), 2.82-
2.71 (m, 2H, 4-CH2), 2.43 (t, 2H, 
3
J = 7.5 Hz, 2-CH2), 1.81 (quint., 2H, 
3
J = 7.5 Hz, 3-CH2) 
ppm. 
13
C-NMR (75 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 172.7 (CO2Me), 51.4 (OCH3), 38.0 (C-4), 
30.3 (C-2), 22.4 (C-3) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C5H11NO2
+
 (MH
+
) ber.: 118.0863; gef.: 118.0861. 
 
9.5.6.3 Synthese von Boc-GABA-OMe 
 
7.45 g (48.5 mmol, 1.0 eq) -Aminobuttersäuremethylester Hydrochlorid wurden in 80 mL 
1,4-Dioxan/Wasser (1:1) gelöst und mit 30 mL gesättigter Natriumhydrogencarbonatlösung 
versetzt. Nach Zugabe von 11.0 g (50.6 mmol, 1.1 eq) Boc-Anhydrid wurde die Lösung über 
Nacht bei Raumtemperatur gerührt. Mit 1 M Salzsäure wurde der pH Wert = 2 eingestellt und 
anschließend wurde dreifach mit je 200 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten 
organischen Phasen wurden über Magnesiumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel unter 
vermindertem Druck entfernt. Es wurden 6.18 g (28.4 mmol, 59%) Boc--
Aminobuttersäuremethylester als farbloser Feststoff erhalten. 
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1
H-NMR (300 MHz, 300 K, DMSO-d6):= 6.80 (bs, 1H, NH), 3.58 (s, 3H, OCH3), 2.95-
2.89 (m, 2H, 4-CH2), 2.28 (t, 2H, 
3
J = 7.5 Hz, 2-CH2), 1.62 (quint., 2H, 
3
J = 7.5 Hz, 3-CH2), 
1.37 (s, 9H, (CH3)3) ppm. 
13
C-NMR (75 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 173.0 (CO2Me), 155.5 (COBoc) 77.4 (Cq,Boc) 
51.4 (OCH3), 39.1 (C-4), 30.6 (C-2), 28.2 ((CH3)3) 22.4 (C-3) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C10H19NO4
+
 (MH
+
) ber.: 218.1387; gef.: 218.1387. 
 
9.5.6.4 Synthese von Boc2-GABA-OMe 
 
5.40 g (24.9 mmol, 1.0 eq) Boc-GABA-OMe und 0.91 g (7.45 mmol, 30 mol%) 4-
(Dimethylamino)pyridin wurden in 150 mL Acetonitril vorgelegt und mit 8.20 g (37.6 mmol, 
1.5 eq) Boc-Anhydrid versetzt. Die Reaktionslösung wurde über Nacht bei Raumtemperatur 
gerührt und das Lösungsmittel anschließend unter vermindertem Druck entfernt. Der 
erhaltene Rückstand wurde säulenchromatographisch aufgereinigt (CH/EtOAc 4:1, Rf = 0.48). 
Es wurden 7.64 g (24.1 mmol, 97 %) Boc2-GABA-OMe als farbloses Öl erhalten. 
1
H-NMR (300 MHz, 300 K, DMSO-d6):= 3.58 (s, 3H, OCH3), 3.50 (t, 2H, 
3
J = 7.0 Hz,  
4-CH2), 2.29 (t, 2H, 
3
J = 7.5 Hz, 2-CH2), 1.74 (quint., 2H, 
3
J = 7.1 Hz, 3-CH2), 1.44 (s, 18H, 
(CH3)3) ppm. 
13
C-NMR (75 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 172.6 (CO2Me), 152.0 (COBoc) 81.6 (Cq,Boc) 
51.2 (OCH3), 45.0 (C-4), 30.4 (C-2), 27.5 ((CH3)3) 23.7 (C-3) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C15H27NO6Na
+
 (MNa
+
) ber.: 340.1731; gef.: 340.1733. 
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9.5.6.5 Synthese von Boc2-GABA-OH 
 
4.00 g (12.6 mmol, 1.0 eq) Boc2-GABA-OMe wurden in 25 mL Tetrahydrofuran gelöst und 
mit 25 mL einer 1 M Natronlauge versetzt. Die Reaktionslösung wurde über Nacht bei 
Raumtemperatur gerührt und anschließend mit 1 M Salzsäure auf einen pH Wert von 2 
gebracht. Die wässrige Phase wurde dreifach mit je 50 mL Ethylacetat extrahiert und die 
vereinigten organischen Phasen wurden über Magnesiumsulfat getrocknet. Das Lösungsmittel 
wurde unter vermindertem Druck entfernt und der erhaltene Rückstand wurde in vacuo 
getrocknet. Es wurden 3.82 g (12.6 mmol, quant.) Boc2-GABA-OH als farbloses Öl erhalten. 
1
H-NMR (300 MHz, 300 K, DMSO-d6):= 3.50 (t, 2H, 
3
J = 7.2 Hz, 4-CH2), 2.19 (t, 2H, 
3
J = 7.2 Hz, 2-CH2), 1.75-1.68 (m, 2H, 3-CH2), 1.44 (s, 18H, (CH3)3) ppm. 
13
C-NMR (75 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 174.0 (CO2H), 152.0 (COBoc) 81.6 (Cq,Boc), 
45.1 (C-4), 30.7 (C-2), 27.5 ((CH3)3) 23.9 (C-3) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C14H25NO6Na
+
 (MNa
+
) ber.: 326.1574; gef.: 326.1574. 
 
9.5.6.6 Synthese von Boc2-4-Amino-1-butanol 
 
1.66 g (5.47 mmol, 1.0 eq) Boc2-GABA-OH wurden in 25 mL Tetrahydrofuran vorgelegt und 
mit 758 µL (0.55 g, 5.47 mmol, 1.0 eq) Triethylamin versetzt. Die Lösung wurde auf 0 °C 
abgekühlt und 521 µL (0.59 g, 5.47 mmol, 1.0 eq) Chlorameisensäureethylester hinzugetropft. 
Es wurde für eine Stunde unter Eiskühlung gerührt, bevor eine Lösung von 
0.62 g (16.4 mmol, 3.0 eq) Natriumborhydrid in 30 mL Methanol hinzugefügt wurde. Die 
Reaktionslösung wurde über Nacht bei Raumtemperatur gerührt und anschließend mit 50 mL 
Wasser verdünnt. Es wurde dreifach mit je 100 mL Ethylacetat extrahiert und die vereinigten 
organischen Phasen wurden über Magnesiumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel wurde 
unter vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene Rückstand wurde säulenchromatographisch   
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aufgereinigt (CH/EtOAc 2:1 zu 1:1, Rf = 0.24 (2:1)). Es wurden 1.01 g (3.49 mmol, 64%) 
Boc2-4-Amino-1-butanol 80 als farbloses Öl erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):= 4.40 (bs, 1H, OH), 3.46 (t, 2H, 
3
J = 7.2 Hz,  
4-CH2), 3.37 (t, 2H, 
3
J = 6.5 Hz, 1-CH2), 1.52-1.47 (m, 2H,, 2-CH2), 1.44 (s, 18H, (CH3)3), 
1.39-1.22 (m, 2H, 3-CH2) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 152.2 (COBoc) 81.6 (Cq,Boc), 60.4 (C-1) 45.8  
(C-4), 29.7 (C-2), 27.6 ((CH3)3) 25.3 (C-3) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C14H27NO5Na
+
 (MNa
+
) ber.: 312.1781; gef.: 312.1783. 
 
9.5.6.7 Synthese von Cbz-L-Lys(Ns)-OBn 
 
1.76 g (3.64 mmol, 1.0 eq) Cbz-L-Lys-OBn TFA 71 wurden in 35 mL Dichlormethan 
vorgelegt und mit 1.2 mL (10.9 mmol, 3.0 eq) Triethylamin versetzt. 0.80 g (3.64 mmol, 
1.0 eq) 2-Nitrobenzolsulfonylchlorid wurden in 30 mL Dichlormethan gelöst und zur 
Aminosäure-Lösung getropft. Die Reaktionslösung wurde über Nacht bei Raumtemperatur 
gerührt. Es wurde mit 200 mL Dichlormethan verdünnt und die organische Phase wurde 
zweifach mit je 200 mL 1 M Salzsäure und gesättigter Natriumchloridlösung gewaschen. Die 
vereinigten organischen Phasen wurden über Magnesiumsulfat getrocknet und das 
Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Es wurden 0.92 g (1.67 mmol, 
46%) Cbz-L-Lys(2-Ns)-OBn 81 als farbloser Feststoff erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):= 8.14-7.68 (m, 6H, Ns, -NH, -NH), 7.38-
7.30 (m, 10H, Ph), 5.16 (s, 2H, Ph-CH2), 5.12 (s, 2H, Ph-CH2), 4.02-3.98 (m, 1H, -CH), 
2.84 (m, 2H, -CH2), 1.71-1.47 (m, 2H, -CH2), 1.46-1.33 (m, 2H, -CH2), 1.33-1.22 (m, 2H, 
-CH2) ppm.  
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13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 172.3 (CO2R), 170.4 (C-2Ns), 156.2 (COCbz), 
147.8 (C-1Ns), 136.9 (Cq,Ph), 136.0 (Cq,Ph), 134.0 (CHNs), 132.6 (CHNs), 129.4 (CHNs), 
128.5 (CHPh), 127.8 (CHPh), 124.4 (CHNs), 65.9 (Ph-CH2), 65.6 (Ph-CH2), 54.0 (-C), 42.5  
(-CH2), 30.2 (-CH2), 28.7 (-CH2), 22.5 (-CH2) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C27H29N3O8SNa
+
 (MNa
+
) ber.: 578.1573; gef.: 578.1583. 
 
9.5.6.8 Synthese von Cbz-L-Dhu(Ns, Boc2)-OBn 
 
0.25 g (0.45 mmol, 1.0 eq) Cbz-l-Lys(Ns)-OBn 81, 0.15 g (0.50 mmol, 1.1 eq) Boc2-
Aminobutanol 80, 0.31 g (0.50 mmol, 1.1 eq) Triphenylphosphin und 0.12 g (0.50 mmol, 
1.1 eq) DBAD 86 wurden in 4.0 mL absolutem THF vorgelegt und für 45 Minuten in der 
Mikrowelle (100 °C, Pmax) gerührt. Das Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck 
entfernt und der erhaltene Rückstand wurde säulenchromatographisch aufgereinigt (n-
Pentan/EtOAc 4:1 zu 2:1, Rf = 0.08 (4:1)). Es wurden 0.33 g (0.39 mmol, 86%)  des 
Desoxyhypusin-Derivats 82 als gelbliches Öl erhalten.  
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):= 7.79-7.72 ( m, 2H, CHNs), 7.79-7.77 (m, 2H, 
CHNs), 7.74 (d, 
3
J= 7.6 Hz, 1H, -NH), 7.35-7.30 (m, 10H, Ph), 5.18-5.00 (m, 4H, 2x Ph-
CH2), 4.10-4.03 (m, 1H, α-CH), 3.42 (brs, 2H, ι-CH2), 3.22-3.12 (m, 4H, ζ-CH2, ε-CH2),1.76-
1.56 (m, 2H, β-CH2), 1.69-1.53 (m, 2H, β-CH2), 1.41 (brs, 22H, 2x ((CH3)3, Boc), η-CH2, θ-
CH2), 1.28-1.20 (m, 4H, γ-CH2, δ-CH2) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 172.3 (CO2Bn), 156.1 (COCbz), 152.1 (2x 
COBoc), 147.5 (C-1Ns), 136.9 (Cq, Ph), 135.9 (Cq, Ph), 134.4 (Cq, Ns), 133.9 (CHNs), 132.5 (CHNs), 
132.2 (CHNs), 131.8 (CHNs), 129.6 (CHNs), 128.4 (CHPh), 127.8 (CHPh), 124.3 (CHPh), 
81.6 (2x Cq, Boc), 65.8 (Ph-CH2), 65.5 (Ph-CH2), 53.8 (α-CH), 47.1 (ζ-CH2), 47.1 (ε-CH2), 
45.2 (ι-CH2), 30.1 (β-CH2), 27.5 ((CH3)3, Boc), 27.5 (δ-CH2) 25.6 (θ-CH2), 25.2 (η-CH2), 
22.5 (γ-CH2) ppm. 
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HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C41H54N4O12SNa
+
 (MNa
+
) ber.: 849.3351; gef.: 849.3361. 
 
9.5.6.9 Synthese von Cbz-L-Dhu(NH, Boc2)-OBn 
 
 
0.29 g (0.35 mmol, 1.0 eq) des Desoxyhypusins 82 wurden in 4.0 mL DMF gelöst und mit 
0.15 g (1.05 mmol, 3.0 eq) Kaliumcarbonat und 41 µL (44.2 mg, 0.40 mmol, 1.2 eq) 
Thiophenol versetzt. Die Lösung wurde über Nacht bei Raumtemperatur gerührt und 
anschließend filtriert. Das Lösungsmittel des Filtrats wurde unter vermindertem Druck 
entfernt und der erhaltene Rückstand wurde säulennchromatographisch aufgereinigt 
(CH/EtOAc 2:1 zu 1:1 mit 10% NEt3, Rf = 0.24 (1:1:0.1)). Es wurden 0.19 g (0.30 mmol, 
83%) des Desoxyhypusin-Derivats als gelbliches Öl erhalten.  
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):= 7.75 (d, 
3
J= 7.6 Hz, 1H, -NH), 7.35-7.32 (m, 
10H, Ph), 6.75 (t, 
3
J = 5.4 Hz, 1H, ε-NH), 5.18-4.99 (m, 4H, 2x Ph-CH2), 4.09-3.99 (m, 1H, 
α-CH), 3.45 (t, 3J= 7.3 Hz, 2H, ι-CH2), 2.46-2.37 (m, 4H, ζ-CH2, ε-CH2),1.76-1.56 (m, 2H, β-
CH2), 1.43 (brs, 20H, 2x ((CH3)3, Boc), θ-CH2), 1.32-1.20 (m, 6H, η-CH2, γ-CH2, δ-CH2) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 172.3 (CO2Bn), 156.1 (COCbz), 152.1 (2x 
COBoc), 137.7 (Cq, Ph), 135.8 (Cq, Ph), 128.3 (CHPh), 128.0 (CHPh), 124.3 (CHPh), 127.7 (CHPh), 
127.6 (CHPh), 81.5 (2x Cq, Boc), 65.8 (Ph-CH2), 65.4 (Ph-CH2), 54.0 (α-CH), 48.9 (ζ-CH2), 
48.5 (ε-CH2), 45.7 (ι-CH2), 28.9 (β-CH2), 27.6 ((CH3)3, Boc), 26.6 (δ-CH2) 26.4 (θ-CH2), 
25.8 (η-CH2), 23.2 (γ-CH2) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C35H52N3O8
+
 (MH
+
) ber.: 642.3748; gef.:642.3761. 
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9.5.6.10 Synthese von Cbz-L-Dhu(Boc, Boc2)-OBn 
 
 
0.30 g (0.47 mmol, 1.0 eq) des Desoxyhypusins wurden in 8.0 mL DCM gelöst und mit 
6.0 mg (0.05 mmol, 0.1 eq) DMAP und 131 µL (0.22 g, 0.94 mmol, 2.0 eq) Triethylamin 
versetzt. Nach Abkühlen der Lösung auf 0 °C wurden 0.16 g (0.71 mmol, 1.5 eq) Boc-
Anhydrid hinzugegeben, die Lösung wurde über Nacht bei Raumtemperatur gerührt. Der 
erhaltene Rückstand wurde säulenchromatographisch aufgereinigt (CH/EtOAc 5:1, Rf = 0.25). 
Es wurden 0.32 g, 0.43 mmol, 77%) als gelbliches Öl erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):= 7.73 (d, 
3
J= 7.6 Hz, 1H, -NH), 7.35-7.34 (m, 
10H, Ph), 5.17-4.99 (m, 4H, 2x Ph-CH2), 4.10-4.03 (m, 1H, α-CH), 3.46-3.44 (m, 2H, ι-CH2), 
3.07-3.05 (m, 4H, ζ-CH2, ε-CH2),1.73-1.56 (m, 2H, β-CH2), 1.44-1.40 (brs, 22H, 2x ((CH3)3, 
Boc), θ-CH2 β-CH2), 1.32-1.20 (m, 6H, η-CH2, γ-CH2, δ-CH2) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 172.3 (CO2Bn), 156.1 (COCbz), 154.4 (2x 
COBoc), 152.1 (COBoc), 137.5 (Cq, Ph), 135.5 (Cq, Ph), 128.3 (CHPh), 128.1 (CHPh), 
124.3 (CHPh), 127.7 (CHPh), 127.6 (CHPh), 81.5 (2x Cq, Boc), 78.1 (Cq, Boc) 65.8 (Ph-CH2), 
65.4 (Ph-CH2), 53.9 (α-CH), 46.1 (ζ-CH2), 45.5 (ε-CH2), 45.7 (ι-CH2), 30.3 (β-CH2), 
27.8 ((CH3)3, Boc, δ-CH2 27.5 ((CH3)3, Boc), 26.6 () 26.4 (θ-CH2), 25.9 (η-CH2), 22.7 (γ-CH2) 
ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C40H59N3O10Na
+
 (MNa
+
) ber.: 746.4093; gef.:746.4101. 
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9.5.6.11 Synthese von Cbz-L-Dhu(Boc, Boc2)-OBn 
 
 
0.30 g (0.47 mmol, 1.0 eq) des Desoxyhypusins wurden in 8.0 mL DCM gelöst und mit 
6.0 mg (0.05 mmol, 0.1 eq) DMAP und 131 µL (0.22 g, 0.94 mmol, 2.0 eq) Triethylamin 
versetzt. Nach Abkühlen der Lösung auf 0 °C wurden 0.16 g (0.71 mmol, 1.5 eq) Boc-
Anhydrid hinzugegeben, die Lösung wurde über Nacht bei Raumtemperatur gerührt. Der 
erhaltene Rückstand wurde säulenchromatographisch aufgereinigt (CH/EtOAc 5:1, Rf = 0.25). 
Es wurden 0.32 g, 0.43 mmol, 77%) als gelbliches Öl erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):= 7.73 (d, 
3
J= 7.6 Hz, 1H, -NH), 7.35-7.34 (m, 
10H, Ph), 5.17-4.99 (m, 4H, 2x Ph-CH2), 4.10-4.03 (m, 1H, α-CH), 3.46-3.44 (m, 2H, ι-CH2), 
3.07-3.05 (m, 4H, ζ-CH2, ε-CH2),1.73-1.56 (m, 2H, β-CH2), 1.44-1.40 (brs, 22H, 2x ((CH3)3, 
Boc), θ-CH2 β-CH2), 1.32-1.20 (m, 6H, η-CH2, γ-CH2, δ-CH2) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 172.3 (CO2Bn), 156.1 (COCbz), 154.4 (2x 
COBoc), 152.1 (COBoc), 137.5 (Cq, Ph), 135.5 (Cq, Ph), 128.3 (CHPh), 128.1 (CHPh), 
124.3 (CHPh), 127.7 (CHPh), 127.6 (CHPh), 81.5 (2x Cq, Boc), 78.1 (Cq, Boc) 65.8 (Ph-CH2), 
65.4 (Ph-CH2), 53.9 (α-CH), 46.1 (ζ-CH2), 45.5 (ε-CH2), 45.7 (ι-CH2), 30.3 (β-CH2), 
27.8 ((CH3)3, Boc, δ-CH2 27.5 ((CH3)3, Boc), 26.6 () 26.4 (θ-CH2), 25.9 (η-CH2), 22.7 (γ-CH2) 
ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C40H59N3O10Na
+
 (MNa
+
) ber.: 746.4093; gef.:746.4101. 
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9.5.6.12 Synthese von N-Propyl-(2´-Nitrobenzyl)-sulfonylamid 
 
4.50 g (20.3 mmol, 1.2 eq) 2-NsCl wurden bei 0 °C in 20 mL Dichlormethan vorgelegt und 
eine Lösung aus 1.40 mL (1.00 g, 16.9 mmol, 1.0 eq) n-Propylamin 69 und 
2.80 mL (20.3 mmol, 1.2 eq) Triethylamin in 10 mL Dichlormethan wurde tropfenweise 
hinzugefügt. Die Lösung wurde zwei Stunden bei 0 °C gerührt, bevor die organische Phase 
zweifach mit je 30 mL Wasser, 15 mL 10% Natriumhydrogencarbonat-Lösung, 15 mL 
1 M Salzsäure und 30 mL gesättigte Natriumchlorid-Lösung gewaschen wurde. Die 
organische Phase wurde über Magnesiumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel wurde unter 
vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene Rückstand wurde in vacuo getrocknet. Es wurden 
3.73 g (15.3 mmol, 83%) N-Propyl-(2´-Nitrobenzyl)-sulfonylamid 83 als brauner Feststoff 
erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):  = 8.06 (t, 1H, 
3
J = 5.7 Hz, NH), 8.02-7.97 (m, 3H, 
3´-CH), 7.96-7.93 (m, 1H, 6´-CH), 7.88-7.82 (m, 2H, 4´-CH, 5´-CH), 2.84 (q, 2H, 
3
J = 
7.2 Hz, 1-CH2), 1.41 (sext, 2H, 
3
J = 7.2 Hz, 2-CH2), 0.79 (t, 
3
J = 7.4 Hz, 3-CH3) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 147.7 (C-2´), 133.9 (C-5´), 132.9 (C-1´), 
132.5 (C-4´), 129.4 (C-3´), 124.2 (C-6´), 44.4 (C-1), 22.5 (C-2), 11.0 (C-3) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C9H12N2O4SNa (MNa
+
) ber.: 267.0410; gef.: 267.0410. 
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9.5.7. Synthesen der Maltosin-Derivate 
 
9.5.7.1 Synthese von N-Benzyl-N-Propyl-(2´-Nitrobenzyl)-sulfonylamid 
 
0.50 g (2.05 mmol, 1.0 eq) N-Propyl-(2´-Nitrobenzyl)-sulfonylamid 83 wurden in 15 mL 
Acetonitril gelöst und mit 1.28 g (9.23 mmol, 4.5 eq) Kaliumcarbonat versetzt. Es wurden 
20.0 mg (0.05 mmol, 3mol%) Tetrabutylammoniumiodid und 330 µL (0.47 g, 2.67 mmol, 
1.3 eq) Benzylbromid hinzugefügt und die Lösung wurde für 16 Stunden unter Rückfluss 
erhitzt. Nach Abkühlen wurde die Lösung filtriert und das Lösungsmittel des Filtrats wurde 
unter vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene Rückstand wurde säulenchromatographisch 
aufgereinigt (n-Pentan:EtOAc 5:1, Rf = 0.14). Es wurden 0.31 g (0.93 mmol, 45%) N-Benzyl-
N-Propyl-(2´-Nitrobenzyl)-sulfonylamid 93 als gelbes Öl erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):  = 8.06 (dd, 1H, 
3
J = 8.0 Hz, 
4
J = 1.3 Hz, 3´-CH), 
8.00 (dd, 
3
J = 8.0 Hz, 
4
J = 1.3 Hz, 6´-CH), 7.90 (dt, 1H, 
3
J = 7.5Hz, 
4
J = 1.3 Hz, 4´-CH), 
7.83 (dt, 
3
J = 7.8 Hz, 
3
J = 1.3 Hz. 5´-CH), 7.37-7.26 (m, 5H, Ph), 4.50 (s, 2H, Ph-CH2), 
3.14 (t, 2H, 
3
J = 7.6 Hz, 1-CH2), 1.30 (sext, 2H, 
3
J = 7.5 Hz, 2-CH2), 0.63 (t, 3H, 
3
J = 7.5 Hz, 
3-CH3) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 147.4 (C-2´), 136.3 (Cq,Ph), 134.4 (C-4´),  
132.4 (C-5´), 131.9 (C-1´), 129.8 (C-3´), 128.4 (CHPh), 127.8 (CHPh), 127.6 (CHPh),  
124.4 (C-6´), 50.6 (Ph-CH2), 48.9 (C-1), 20.6 (C-2), 10.6 (C-3) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C16H18N2O4SNa
+
 (MNa
+
) ber.: 357.0881; gef.: 357.0879. 
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9.5.7.2 Synthese von 3-(Benzyloxy)-4-oxopyran-2-carbaldehyd 
 
 
2.00 g (9.28 mmol, 1.0 eq) Benzyl-Maltol 2 wurden in 15 mL Brombenzol gelöst und mit 
3.08 g (27.8 mmol, 3.0 eq) Selendioxid versetzt. Die Lösung wurde über Nacht bei 160 °C 
gerührt. Das Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der erhaltene 
Rückstand wurde säulenchromatographisch aufgereinigt (EtOAc:CH 3:1, Rf = 0.64). Es 
wurden 0.94 g (4.08 mmol, 44%) 3-(Benzyloxy)-4-oxopyran-2-carbaldehyd 94a als oranges 
Öl erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):  = 9.83 (s, 1H, CHO), 8.23 (d, 1H, 
3
J = 5.6 Hz, 6-
CH), 7.45-7.31 (m, 5H, Ph), 6.60 (d, 1H, 
3
J = 6.6 Hz, 5-CH), 5.34 (s, 2H, Ph-CH2) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 183.1 (CHO), 176.2 (C-4), 155.7 (C-6), 
151.0 (C-3), 149.2 (C-2), 135.5 (Cq, Ph), 129.0 (CHPh), 128.6 (CHPh), 128.5 (CHPh),  
117.5 (C-5), 74.1 (Ph-CH2) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C13H10O4Na
+
 (MNa
+
) ber.: 253.0481; gef.: 253.0471. 
 
9.5.7.3 Synthese von 3-Benzyloxy-1-Methyl-4-Oxo-1,4-Dihydropyridine-2-carbaldehyd 
 
1.50 g (6.54 mmol, 1.0 eq) Benzyl-Deferipron 3a und 2.17 g (19.6 mmol, 3.0 eq) Selendioxid 
wurden in 32 mL AcOH/Ac2O (1:1) und für 62 h bei 100 °C gerührt. Der Niederschlag wurde 
abfiltriert und das Filtrat unter vermindertem Druck eingeengt. Der erhaltene Rückstand 
wurde säulenchromatographisch aufgereinigt (DCM:MeOH 5:1, Rf = 0.26). Es wurden 
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0.45 g (1.85 mmol, 28%) 3-Benzyloxy-1-Methyl-4-Oxo-1,4-Dihydropyridine-2-carbaldehyd 
94b als gelbes Öl erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):  = 8.20 (s, 1H, CHO), 7.69 (d, 1H, 
3
J = 7.6 Hz, 6-
CH), 7.43-7.30 (m, 5H, Ph), 6.26 (d, 1H, 
3
J = 7.6 Hz, 5-CH), 5.15 (s, 2H, Ph-CH2), 3.81 (s, 
3H, NCH3) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 182.5 (CHO), 172.2 (C-4), 146.4 (C-3), 
142.5 (C-6), 136.9 (Cq,Ph), 128.5 (CHPh), 128.2 (CHPh), 128.0 (CHPh), 116.5 (C-5), 72.0 (Ph-
CH2), 41.7 (NCH3) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C14H14NO3
+
 (MH
+
) ber.: 244.0975; gef.: 244.0968. 
 
9.5.7.4 Synthese von 3-(Benzyloxy)-4-oxopyran-2-carbonsäure 
 
0.27 g (1.17 mmol, 1.0 eq) 3-(Benzyloxy)-4-oxopyran-2-carbaldehyd 94a wurden in 4 mL 
Aceton/Wasser (1:1) gelöst und mit 0.18 g (1.76 mmol, 1.5 eq) Amidosulfonsäure, sowie 
0.18 g (1.40 mmol, 1.2 eq) Natriumchlorit versetzt. Die Lösung wurde für zwei Stunden bei 
Raumtemperatur gerührt. Das Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Die 
wässrige Phase wurde zentrifugiert, der erhaltene Niederschlag mittels Filtration abgetrennt 
und in vacuo getrocknet. Es wurden 0.22 g (0.90 mmol, 77%) 3-(Benzyloxy)-4-oxopyran-2-
carbonsäure 98a als farbloser Feststoff erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):  = 8.18 (d, 1H, 
3
J = 5.8 Hz, 6-CH), 7.47-7.29 (m, 
5H, Ph), 6.52 (d, 1H, 
3
J = 5.8 Hz, 5-CH), 5.09 (s, 2H, Ph-CH2) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 175.4 (C-4), 160.7 (CO2H), 155.5 (C-6), 
148.0 (C-2), 147.0 (C-3), 136.6 (Cq, Ph), 128.2 (CHPh), 128.1 (CHPh), 128.0 (CHPh),  
116.9 (C-5), 73.5 (Ph-CH2) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C13H10O5Na
+
 (MNa
+
) ber.: 269.0421; gef.: 269.0420.  
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9.5.7.5 Synthese von Cbz-L-Lys-OH·TsOH 
 
50.0 g (274 mmol, 2.0 eq) H-L-Lys-OH·HCl wurden in 275 mL 2 M Natriumhydrogen-
carbonat-Lösung gelöst und eine Lösung bestehend aus 34.3 g (137 mmol, 1.0 eq) 
Kupfer(II)sulfat-Pentahydrat und 23.0 g (274 mmol, 2.0 eq) Natriumhydrogencarbonat in 
275 mL Wasser wurde hinzugefügt. Die Lösung wurde 15 Minuten gerührt, bevor 
80.8 g (356 mmol, 2.6 eq) Boc-Anhydrid gelöst in 330 mL Aceton hinzugefügt wurden. Die 
Reaktionslösung wurde über Nacht bei Raumtemperatur gerührt und 70 mL Methanol wurden 
anschließend hinzugefügt. Der erhaltene, violette Niederschlag wurde abfiltriert, mit kaltem 
Aceton gewaschen und in vacuo getrocknet. Es wurden 71.8 g (130 mmol, 95%) 
[Lys(Boc)]2Cu als violetter Feststoff erhalten. 8.58 g (15.5 mmol, 1.0 eq) [Lys(Boc)]2Cu 
wurden ohne weitere Aufreinigung in 30 mL Aceton gelöst und mit 60 mL 10% 
Natriumhydrogencarbonat-Lösung versetzt. 4.63 g (31.9 mmol, 2.1 eq) 8-Hydroxychinolin 
wurden hinzugegegben und die Lösung wurde für eine Stunde bei Raumtemperatur gerührt. 
3.92 g (34.1 mmol, 2.2 eq) N-Hydroxysuccinimid wurden 20 mL Wasser gelöst und es 
wurden 1.81 g (17.0 mmol, 1.0 eq) Natriumcarbonat, sowie 15 mL Aceton dazugegeben. 
4.4 mL (31.0 mmol, 2.0 eq) Benzylchloroformiat wurden langsam zu dieser hinzugetropft und 
die Lösung wurde für eine halbe Stunde bei Raumtemperatur gerührt. Die 
Benzylchloroformiat-Lösung wurde anschließend zur Aminosäure-Lösung gegeben und für 
eine Stunde bei Raumtemperatur gerührt. Der erhaltene grüne Niederschlag wurde abfiltriert 
und mit kaltem H2O gewaschen. Das Filtrat wurde mit 1 M Salzsäure angesäuert und die 
wässrige Phase wurde anschließend vierfach mit je 120 mL Ethylacetat extrahiert. Die 
vereinigten organischen Phasen wurden über Magnesiumsulfat getrocknet, das Lösungsmittel 
wurde unter vermindertem Druck entfernt und der erhaltene Rückstand wurde in 80 mL 
Aceton gelöst und mit 5.89 g (31.0 mmol, 2.0 eq) para-Toluolsulfonsäure-Hydrat versetzt. 
Diese Lösung wurde über Nacht bei 4 °C gerührt. Der entstandene, farblose Niederschlag 
wurde abfiltriert, mit kaltem Aceton gewaschen und in vacuo getrocknet. Es wurden 
6.29 g (13.9 mmol, 90%) Cbz-L-Lys-OH·OTs als farbloser Feststoff erhalten. 
9. Experimenteller Teil 215 
 
 
  
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):  = 7.62 (bs, 3H, -NH3
+
), 7.56 (d, 1H, 
3
J = 8.0 Hz, 
-NH), 7.48 (d, 2H, 3J = 8.1 Hz, Ts-2-CH, Ts-6-CH), 7.39-7.28 (m, 5H, Ph), 7.11 (d, 2H, 
3
J = 8.1 Hz, Ts-3-CH, Ts-5-CH), 5.08-4.98 (m, 2H, Ph-CH2), 3.92 (dt, 
3
J = 8.0 Hz, 
3
J = 4.6 Hz), 2.75 (sext, 2H, 
3
J = 6.9 Hz, -CH2), 2.28 (s, 3H, Ts-CH3), 1.73-1.54 (m, 2H, -
CH2), 1.54-1.44 (m, 2H, -CH2), 1.42-1.29 (m, 2H, -CH2) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 173.8 (CO2H), 156.1 (COCbz), 145.5 (Ts-C-1), 
137.6 (Ts-C-4), 136.9 (Cq,Ph), 128.3 (CPh), 128.0 (Ts-C-3, Ts-C-5), 127.8 (CPh), 127.7 (CPh), 
125.4 (Ts-C-2, Ts-C-6), 65.3 (Ph-CH2), 53.5 (-C), 38.5 (-C), 30.1 (-C), 26.4 (-C), 
22.4 (-C), 20.7 (Ts-CH3) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C21H28N2O7SNa
+
 (MNa
+
) ber.: 475.1512; gef.: 175.1509. 
 
9.5.7.6 Synthese von Cbz-L-Lys-OH 
 
6.29 g (13.9 mmol, 1.0 eq) Cbz-L-Lys-OH·TsOH wurden in 10 mL Aceton/Wasser (3:2) 
gelöst und mit 2.60 mL (18.7 mmol, 2.6 eq) Triethylamin versetzt. Nach 30 Minuten wurden 
50 mL Aceton hinzugefügt und die Lösung wurde über Nacht bei 4 °C gerührt. Der erhaltene 
Niederschlag wurde abfiltriert, mit kaltem Aceton gewaschen und in vacuo getrocknet. Es 
wurden 3.65 g (13.0 mmol, 94%) Cbz-L-Lys-OH 100 als farbloser Feststoff erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):  = = 7.55 (d, 1H, 
3
J = 8.0 Hz, -NH), 7.39-7.27 (m, 
5H, Ph), 5.08-4.98 (m, 2H, Ph-CH2), 3.92 (dt, 
3
J = 8.0 Hz, 
3
J = 4.6 Hz, -CH), 2.75 (pent, 
2H, 
3
J = 6.2 Hz, -CH2), 1.74-1.55 (m, 2H, -CH2), 1.55-1.45 (m, 2H, -CH2), 1.42-1.30 (m, 
2H, -CH2) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 173.8 (CO2H), 156.2 (COCbz), 136.9 (Cq,Ph), 
128.3 (CPh), 127.8 (CPh), 127.7 (CPh), 125.4 (Ts-C-2, Ts-C-6), 65.4 (Ph-CH2), 53.6 (-C), 
38.6 (-C), 30.1 (-C), 26.4 (-C), 22.5 (-C) ppm. 
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HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C14H21N2O4 (MH
+
) ber.: 281.1497; gef.: 281.1496. 
 
9.5.7.7 Synthese von Cbz-L-Mal(Bn)-OH 
 
0.35 g (1.62 mmol, 1.0 eq) Benzyl-Maltol 2 und 0.50 g (1.78 mmol, 1.1 eq) Cbz-L-Lys-OH 
100 wurden in 20 mL Methanol/Wasser (1:1) gelöst und mit 1.50 mL 20% NaOHaq versetzt. 
Die Lösung wurde für drei Stunden unter Rückfluss erhitzt. Das Lösungsmittel wurde unter 
vermindertem Druck entfernt und die erhaltene wässrige Phase wurde mit 2 M Salzsäure auf 
pH = 2 gebracht. Die wässrige Phase wurde dreifach mit je 60 mL Dichlormethan extrahiert. 
Die vereinigten organischen Phasen wurden zweifach mit gesättigter NaCl-Lösung gewaschen 
und über MgSO4 getrocknet. Das Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt 
und erhaltene Rückstand wurde säulenchromatographisch aufgereinigt (DCM:MeOH 5:1, 
10% AcOH, Rf = 0.50). Es wurden 0.51 g (1.07 mmol, 66%) Cbz-L-Mal(Bn)-OH 101 als 
braunes Öl erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):  = = 7.56 (d, 1H, 
3
J = 7.5 Hz, 6-CH), 7.51 (d, 1H, 
3
J = 8.0 Hz, -NH), 7.39-7.27 (m, 10 H, Ph), 6.12 (d, 1H, 3J = 7.5 Hz, 5-CH), 5.02 (s, 2H, Ph-
CH2), 5.01 (s, 2H, Ph-CH2), 3.91 (m, 1H, -CH), 3.88-3.77 (m, 2H, -CH2), 2.13 (s, 3H, 
CH3), 1.76-1.45 (m, 2H, -CH2), 1.62-1.45 (m, 2H, -CH2), 1.31-1.20 (m, 2H, -CH2) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 173.8 (CO2H), 171.4 (C-4), 156.2 (COCbz), 
136.9 (Cq,Ph), 128.3 (CPh), 127.8 (CPh), 127.7 (CPh), 65.4 (Ph-CH2), 53.6 (-C), 38.6 (-C), 
30.1 (-C), 26.4 (-C), 22.5 (-C) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C27H30N2O6
+
 (MH
+
) ber.: 479.2177; gef.: 479.2177. 
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9.5.7.8 Synthese von H-L-Mal-OH 
 
0.20 g (0.42 mmol, 1.0 eq) Cbz-L-Mal(Bn)-OH 101 wurden in 10 mL Methanol gelöst und mit 
0.10 mg Pd/C (5%) versetzt, sowie 2.40 mL (4.2 mmol, 10 eq) Essigsäure versetzt. Die 
Lösung wurde über Nacht in einer 10 bar Wasserstoff-Atmosphäre gerührt. Die Lösung wurde 
zentrifugiert, dekantiert, das Filtrat mittels Spritzenfilter erneut filtriert und das Lösungsmittel 
wurde unter vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene Rückstand wurde in wenig Wasser 
aufgenommen und lyophilisiert. Es wurden 86.2 mg (0.34 mmol, 82%) H-L-Mal-OH 102 als 
farbloser Feststoff erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):  = 7.55 (d, 1H, 
3
J = 7.5 Hz, 6-CH), 6.12 (d, 1H, 
3
J = 7.5 Hz, 5-CH), 3.89 (t, 2H, 
3
J = 7.3 Hz, -CH2), 3.09  (t, 1H, 
3
J = 6.1 Hz, -CH), 2.28 (s, 
3H, CH3), 1.78-1.55 (m, 2H, -CH2), 1.66-1.55 (m, 2H, -CH2), 1.40-1.27 (m, 2H, -CH2) 
ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 169.4 (C-4), 168.7 (CO2H), 145.3 (C-3), 
137.5 (C-6), 128.3 (C-2), 110.4 (C-5), 53.9 (-C), 52.5 (-C), 30.5 (-C), 30.0 (-C), 22.0 (-
C), 11.2 (CH3) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C12H19N2O4
+
 (MH
+
) ber.: 255.1342; gef.: 255.1339. 
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9.5.7.9 Synthese von Fmoc-L-Mal-OH 
 
0.39 g (1.53 mmol, 1.0 eq) H-L-Mal-OH 102 wurden in 8.5 mL 1,4-Dioxan/H2O (10:7) gelöst 
und mit 1.0 mL (0.91 g, 7.03 mmol, 4.6 eq) N,N-Diisopropylethylamin versetzt. 
0.57 g (1.68 mmol, 1.0 eq) Fmoc-OSu wurden in 2.5 mL 1,4-Dioxan gelöst und zur Lösung 
getropft. Nach einer Stunde bei Raumtemperatur wurden erneut 200 µL N,N-
Diisopropylethylamin hinzugefügt. Die Lösung wurde über Nacht bei Raumtemperatur 
gerührt. Das Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der erhaltene 
Rückstand wurde mit 20 mL Wasser verdünnt. Mit gesättigter Natriumhydrogencarbonat-
Lösung wurde der pH = 8.5 eingestellt. Die wässrige Phase wurde dreifach mit je 150 mL 
Diethylether gewaschen und anschließend wurde mit 6 M Salzsäure auf pH = 1.5 eingestellt. 
Die wässrige Phase wurde dreifach mit 150 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten 
organischen Phasen wurden über Magnesiumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel wurde 
unter vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene Rückstand wurde in vacuo getrocknet. Es 
wurden 0.58 g (1.21 mmol, 79%) Fmoc-L-Mal-OH 103 als roter Feststoff erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):  = 8.15 (d, 1H 
3
J = 4.9 Hz, 6-CH), 7.89 (d, 2H, 
3
J = 7.6 Hz, CH Fmoc,ar.), 7.72 (m, 2H, CH Fmoc,ar.), 7.64 (d, 1H, 
3
J = 8.1 Hz, -NH), 7.41 (t, 2H, 
3
J = 7.6 Hz, CH Fmoc,ar.), 7.32 (t, 2H, 
3
J = 7.4 Hz, CH Fmoc,ar.), 7.16 (d, 
3
J = 4.9 Hz, 5-CH), 
4.31-4.24 (m, 2H, 9-CH2), 4.21 (t, 
3
J = 6.9 Hz, 8-CH), 4.03-3.97 (m, 2H, -CH2), 3.93 (m, 
1H, -CH), 2.33 (s, 3H, CH3), 1.98-1.58 (m, 2H, -CH2), 1.70-1.58 (m, 2H, -CH2), 1.41-
1.28 (m, 2H, -CH2) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 173.7 (CO2H), 166.2 (C-4), 156.1 (COFmoc), 
144.8 (C-3), 143.7 (2C, Cq,Fmoc), 140.6 (Cq, Fmoc), 137.6 (C-6), 131.2 (C-2), 127.6 (2C, 
CH Fmoc,ar.), 125.2 (2C; CH Fmoc,ar.), 120.0 (CH Fmoc,ar.), 110.5 (C-5), 65.5 (9-CH2), 53.6 (-C), 
53.3 (-C), 46.6 (8-CH) 30.2 (-C), 29.5 (-C), 22.4 (-C), 12.3 (CH3) ppm.  
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9.5.7.10 Synthese von Fmoc-L-Mal(Mom)-OH 
 
Die Durchführung erfolgte analog zur Darstellung von Fmoc-L-Mal-OH 103. 
0.27 g (0.52 mmol, 34% über drei Stufen) Fmoc-L-Mal(Mom)-OH 106 konnten ausgehend 
von 0.50 g (1.70 mmol, 1.1 eq) Cbz-L-Lys-OH 100 und 0.28 g (1.62 mmol, 1.0 eq) Mom-
Maltol 105 über drei Stufen erhalten werden.  
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):  = 8.15 (d, 1H 
3
J = 4.9 Hz, 6-CH), 7.89 (d, 2H, 
3
J = 7.6 Hz, CH Fmoc,ar.), 7.72 (m, 2H, CH Fmoc,ar.), 7.64 (d, 1H, 
3
J = 8.1 Hz, -NH), 7.41 (t, 2H, 
3
J = 7.6 Hz, CH Fmoc,ar.), 7.32 (t, 2H, 
3
J = 7.4 Hz, CH Fmoc,ar.), 7.16 (d, 
3
J = 4.9 Hz, 5-CH), 
4.31-4.24 (m, 2H, 9-CH2), 5.05 (s, 2H, OCH2), 4.21 (t, 
3
J = 6.9 Hz, 8-CH), 4.03-3.97 (m, 2H, 
-CH2), 3.93 (m, 1H, -CH), 3.21 (s, 3H, OCH3) 2.33 (s, 3H, CH3), 1.98-1.58 (m, 2H, -
CH2), 1.70-1.58 (m, 2H, -CH2), 1.41-1.28 (m, 2H, -CH2) ppm. 
9.5.7.11 Synthese von Boc-L-Lys(Cbz)-OH 
 
2.50 g (8.92 mmol, 1.0 eq) H-L-Lys(Cbz)-OH wurden in 40 mL 1,4-Dioxan/H2O (1:1) gelöst. 
Unter Eiskühlung wurden zunächst 4.50 mL 2 M NaOH-Lösung und anschließend 
1.96 g (8.92 mmol, 1.0 eq) Boc2O hinzugefügt. Die Lösung wurde über Nacht bei 
Raumtemperatur gerührt. Das Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und 
die erhaltene wässrige Phase wurde mit 2 M KHSO4 auf pH = 2 gestellt. Die wässrige Phase 
wurde fünffach mit je 60 mL EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden 
über MgSO4 getrocknet, das Lösungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der 
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erhaltene Rückstand wurde in vacuo getrocknet. Es wurden 2.39 g (6.92 mmol, 71%) Boc-L-
Lys(Cbz)-OH als farbloser Feststoff erhalten. 
1
H-NMR (300 MHz, 300 K, DMSO-d6):  = 7.38-7.28 (m, 5H, Ph), 7.23 (t, 1H, 
3
J = 5.5 Hz, 
-NH), 7.02 (d, 1H, 3J = 7.9 Hz, -NH), 4.99 (s, 2H, Ph-CH2), 3.81 (m, 1H, -CH), 2.97 (q, 
2H, 
3
J = 5.5 Hz, -CH2) 1.67-1.48 (m, 2H, -CH2), 1.44-1.22 (m, 13H, -CH2, -CH2, (CH3)3) 
ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 174.2 (CO2H), 156.0 (COCbz), 155.8 (COBoc), 
137.2 (Cq,Ph), 128.3 (CHPh), 128.1 (CHPh) 127.7 (CPh), 77.9 (Cq,Boc), 65.1 (Ph-CH2),  
53.4 (-C), 39.3 (-C), 30.3 (-C), 28.9 (-C), 28.2 ((CH3)3), 22.9 (-C) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C19H28N2O6Na
+
 (MNa
+
) ber.: 403.1840; gef.: 403.1840. 
 
9.5.7.12 Synthese von Boc-L-Lys-OH 
 
1.50 g (3.94 mmol, 1.0 eq) Boc-L-Lys(Cbz)-OH wurden in 30 mL MeOH gelöst, mit 
450 µL (0.47 g, 7.89 mmol, 2.0 eq) AcOH und 100 mg Pd/C (5%) versetzt. Es wurde über 
Nacht in einer 10  bar H2-Atmosphäre gerührt. Die Lösung wurde zentrifugiert, dekantiert und 
das Filtrat erneut mittels Spritzenfilter filtriert. Das Lösungsmittel des Filtrats wurde unter 
vermindertem Druck entfernt und der erhaltene Rückstand wurde in vacuo getrocknet. Es 
wurden 0.65 g (2.64 mmol, 67%) Boc-L-Lys-OH 107 als farbloser Feststoff erhalten. 
1
H-NMR (300 MHz, 300 K, DMSO-d6):  = 7.10 (d, 1H, 
3
J = 6.8 Hz, -NH), 3.62 (q, 1H, 
3
J = 6.8 Hz, -CH), 2.70 (t, 2H, 3J = 7.5 Hz, -CH2) 1.67-1.48 (m, 2H, -CH2, -CH2), 1.39-
1.18 (m, 13H, -CH2, , (CH3)3) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 174.3 (CO2H), 156.8 (COBoc),), 77.9 (Cq,Boc), 
54.4 (-C), 38.6 (-C), 31.6 (-C), 28.1 (-C), 26.9 ((CH3)3), 21.9 (-C) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C11H23N2O4
+
 (MH
+
) ber.: 247.1653; gef.: 247.1652. 
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9.5.7.13 Synthese von Fmoc-L-Mal(Bn)-OH 
 
Die Durchführung erfolgte analog zur Darstellung von Fmoc-L-Mal-OH 103. 
0.31 g (0.73 mmol, 56% über drei Stufen) Fmoc-L-Mal(Bn)-OH 108 konnten ausgehend von 
0.30 g (1.22 mmol, 1.1 eq) Boc-L-Lys-OH 107 und 0.24 g (1.11 mmol, 1.0 eq) Benzyl-Maltol 
2 über drei Stufen erhalten werden. Die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe erfolgte mit 6 mL 
TFA/DCM (1:1) über zwei Stunden mit anschließender Entfernung des Lösungsmittels unter 
vermindertem Druck. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):  = 8.41 (d, 1H 
3
J = 7.2 Hz, 6-CH), 7.89 (d, 2H, 
3
J = 7.5 Hz, Fmoc-CHar.), 7.71 (t, 2H, 
3
J = 7.5 Hz, Fmoc-CHar.), 7.62 (d, 1H, 
3
J = 8.2 Hz,  
-NH),7.46-7.36 (m, 7H, Fmoc-CHar, Ph), 7.32 (d, 2H, 
3
J = 7.5 Hz, 7.24 (d, 1H, 
3
J = 7.2 Hz, 
5-CH), 5.08 (s, 2H, Ph-CH2), 4.35-4.19 (m, 4H, -CH2, 8-CH, 9-CH2), 3.94 (q, 1H, 
3
J = 8.2 Hz, -CH), 2.44 (s, 3H, CH3), 1.79-1.59 (m, 4H, -CH2, -CH2), 1.42-1.29 (m, 2H,  
-CH2) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6):  = 173.7 (CO2H), 163.8 (C-4), 156.1 (COFmoc), 
149.3 (C-3), 143.7 (Cq,Fmoc), 142.1 (C-6), 140.7 (C-2), 136.0 (Cq,Ph), 128.7 (CHPh), 
128.5 (CHPh), 128.4 (CHPh), 127.6 (CHFmoc,ar.), 127.0 (CHFmoc,ar.), 125.2 (CHFmoc,ar.),  
120.1 (CHFmoc,ar.), 112.7 (C-5), 74.2 (Ph-CH2), 65.5 (C-9), 53.9 (C-8) 53.5 (-C), 46.6 (-C), 
30.1 (-C), 28.9 (-C), 22.0 (-C), 14.0 (CH3) ppm. 
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9.5.7.14 Synthese von Mom-Maltol 
 
 
3.50 g (27.8 mmol, 1.0 eq) Maltol 1 wurden in 50 mL Dichlormethan gelöst, mit 
9.50 mL (7.03 g, 54.2 mmol, 2.0 eq) N,N-Diisopropylethylamin versetzt und so lange gerührt 
bis eine homogene Lösung entstanden war. Es wurden 2.42 mL (2.46 g, 30.6 mmol, 1.1 eq) 
Chlormethylmethylether tropfenweise hinzugefügt und die Lösung wurde über Nacht bei 
Raumtemperatur gerührt. Es wurden 100 mL Wasser hinzugefügt und die Phasen wurden 
getrennt. Die wässrige Phase wurde dreifach mit je 100 mL Dichlormethan extrahiert. Die 
organischen Phasen wurden über Magnesiumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel unter 
vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene Rückstand wurde säulenchromatographisch 
aufgereinigt (EtOAc, Rf  = 0.43) Es wurden 3.80 g (22.3 mmol, 80%) Mom-Maltol 105 als 
rotes Öl erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):  = 8.07 (d, 1H, 
3
J = 5.6 Hz, 6-CH), 6.34 (d, 1H, 
3
J = 5.6 Hz, 5-CH), 5.08 (s, 2H, CH2), 3.43 (s, 3H, OCH3), 2.31 (s, 3H, CH3) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 173.6 (C-4), 159.0 (C-2), 155.1 (C-6), 141.6 (C-
3), 116.3 (C-5), 96.3 (OCH2), 56.8 (OCH3), 14.6 (CH3) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C12H21O3Si
+
 (MH
+
) ber.: 171.0657; gef.: 171.0656. 
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9.5.8 Synthese modifizierter Carbonsäuren 
 
9.5.8.1 Synthese von (2-Pyridacyl)-pyridiniumiodid 
 
4.07 g (16.0 mmol, 1.2 eq) elementares Iod wurden in 14 mL warmen Pyridin gelöst. 
1.61 g (13.3 mmol, 1.0 eq) 2-Acetylpyridin 112 wurden in 4.5 mL Pyridin gelöst und zur 
warmen Iod-Lösung hinzugefügt. Die Lösung wurde für drei Stunden bei 130 °C gerührt. 
Nach Abkühlen der Lösung wurde der erhaltene Niederschlag abfiltriert und mit Pyridin 
gewaschen. Es wurden 3.77 g (11.6 mmol, 89%) (2-Pyridacyl)-pyridiniumiodid 113 als 
schwarzer Feststoff erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 9.01 (d, 2H, 
3
J = 6.3 Hz, 2´-CH, 6´-CH), 
8.87 (dt, 1H, 
3
J = 4.5 Hz, 
4
J = 0.9 Hz, 6-CH), 8.73 (tt, 1H, 
3
J = 6.3 Hz, 
4
J = 1.3 Hz, 4-CH), 
8.28 (m, 2H, 3´-CH, 5´-CH), 8.14 (td, 
3
J = 7.6 Hz, 
4
J = 1.7 Hz, 4´-CH), 8.08-8.06 (m, 2H,  
3-CH), 7.83 (ddd, 
3
J = 12 Hz, 
3
J = 4.7 Hz, 
4
J = 1.3 Hz, 5-CH), 6.51 (CH2) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 194.1 (CO), 150.4 (C-6), 149.5 (C-6´), 
146.3 (C-2´), 146.2 (C-4), 138.1 (C-4´), 129.1 (C-5), 127.7 (2C, C-3´,C-5´), 122.0 (C-3), 
66.6 (CH2) ppm.  
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C12H12N2O
+
 (MH
+
) ber.: 199.0858; gef.: 199.0866 
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9.5.8.2 Synthese von 5-Methyl-2,2´-bipyridin 
 
1.50 g (4.61 mmol, 1.0 eq) (2-Pyridacyl)-pyridiniumiodid 113 wurden in 15 mL Formamid 
gelöst. 430 µL (0.36 g, 5.07 mmol, 1.1 eq) Methacrolein und 0.82 g (10.6 mmol, 2.3 eq) 
Ammoniumacetat wurden hinzugefügt und die Lösung wurde für sechs Stunden bei 75 °C 
gerührt. Nach Abkühlen der Lösung wurden 40 mL Wasser hinzugefügt und die wässrige 
Phase wurde dreifach mit je 60 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen 
Phasen wurden über MgSO4 getrocknet, das Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck 
entfernt und der erhaltene Rückstand wurde in vacuo getrocknet. Es wurden 
0.75 g (4.41 mmol, 96%) von 114 als gelbes Öl erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 8.56 (dd, 1H, 
3
J = 4.8 Hz 
4
J = 0.9 Hz, 3-CH), 
8.51 (d, 
4
J = 1.0 Hz 1H, 6´-CH), 8.36 (d, 1H, 
3
J = 8.1 Hz, 3´-CH), 8.28 (dd, 1H, 
3
J = 8.1 Hz, 
4
J = 0.5 Hz 6-CH), 7.91 (td, 
3
J = 7.9 Hz, 
4
J = 1.8 Hz, 4-CH), 7.75 (dd, 
3
J = 8.1 Hz, 
4
J = 0.5 Hz, 4´-CH), 7.41 (ddd, 1H, 
3
J = 8.1 Hz, 
4
J = 4.8 Hz, 
4
J = 1.2 Hz, 5-CH), 2.35 (s, 3H, 
CH3) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 155.3 (C-2´), 152.7 (C-2), 149.6 (C-6´), 
149.1 (C-3), 137.5 (C-4´), 137.1 (C-4), 133.5 (C-5´), 123.7 (C-5), 120.0 (C-3´), 119.8 (C-6), 
17.7 (CH3) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C11H11N2
+
 (MH
+
) ber.: 171.0917; gef.: 171.0917. 
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9.5.8.3 Synthese von [2,2´-Biypridin]-5-carbonsäure 
 
0.50 g (2.94 mmol, 1.0 eq) 5-Methyl-2,2´-Bipyridin 114 wurden in 20 mL Wasser gelöst und 
mit 1.67 g (10.6 mmol, 3.6 eq) Kaliumpermanganat versetzt. Die Lösung wurde für drei 
Stunden unter Rückfluss erhitzt. Nach Abkühlen der Lösung wurde der erhaltene Braunstein 
abfiltriert und mit kaltem Wasser gewaschen. Mit 6 M Salzsäure wurde der pH-Wert des 
Filtrats auf pH = 1.5 eingestellt. Das Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck 
entfernt. Der erhaltene Rückstand wurde in 5 mL Wasser aufgenommen und über Nacht bei 
4 °C gelagert. Der Niederschlag wurde abfiltriert und in in vacuo getrocknet. Es wurden 
0.51 g (2.55 mmol, 87%) [2,2´-Bipyridin]-5-carbonsäure 115 als farbloser Feststoff erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 9.18 (dd, 1H, 
4
J = 2.1 Hz, 
5
J = 0.8 Hz, 6´-CH), 
8.78 (ddd, 1H, 
3
J = 5.0 Hz, 
4
J = 1.6 Hz, 
5
J = 0.8 Hz, 3-CH), 8.57-8.53 (m, 2H, 3´-CH, 4´-CH), 
8.16 (m, 1H, 4-CH), 7.56 (tdd, 1H, 
3
J = 7.6 Hz, 
3
J = 1.6 Hz, 
4
J = 4.8 Hz, 
4
J = 1.0 Hz, 5-CH) 
ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 165.8 (CO2H), 156.5 (C-2´), 152.5 (C-2), 
150.5 (C-6´), 145.2 (C-3), 139.5 (C-4´), 138.5 (C-4), 125.8 (C-5´), 122.3 (C-3´), 120.9 (C-6), 
119.5 (C-5´) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C11H9N2O2
+
 (MH
+
) ber.: 201.0659; gef.: 201.0659. 
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9.5.8.4 Synthese von 3,4,5-Triacetoxybenzoesäure 
 
0.50 g (2.94 mmol, 1.0 eq) Gallussäure 116 wurden in 1.70 mL Essigsäureanhydrid gelöst und 
mit zwei Tropfen konzentrierter Schwefelsäure versetzt. Die Lösung wurde für 15 Minuten 
bei Raumtemperatur gerührt. Es wurden 10 mL Wasser hinzugefügt und für weitere zwei 
Stunden bei Raumtemperatur gerührt. Der farblose Niederschlag wurde abfiltriert und in 
vacuo getrocknet. Es wurden 0.81 g (2.73 mmol, 93%) 3,4,5-Triacetoxybenzoesäure 117 als 
farbloser Feststoff erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, DMSO-d6):  = 7.86 (s, 2H, CHar.), 2.31 (s, 6H, 3-CH3, 5-CH3), 
2.30 (s, 3H, 4-CH3) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, DMSO-d6): = 169.6 (CO), 167.7 (CO), 166.5 (CO), 
143.6 (2C, C-3, C-5), 139.4 (Cq,Ph), 127.4 (Cq,Ph), 122.9 (2C, C-2, C-6), 20.7 (CH3), 
20.5 (CH3), 20.3 (CH3) ppm. 
HRMS: (ESI
+
, MeOH) für C13H12O8Na
+
 (MNa
+
) ber.: 319.0246; gef.: 319.0244. 
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9.5.8.5 Synthese von TBS3-Gallussäure 
 
1.00 g (5.88 mmol, 1.0 eq) Gallussäure 116 wurden in 25 mL DMF gelöst und mit 
4.00 g (58.8 mmol, 10 eq), sowie 5.00 g (33.2 mmol, 5.6 eq) TBSCl versetzt. Die Lösung 
wurde über Nacht bei Raumtemperatur gerührt. Die Lösung wurde mit 50 mL Diethylether 
versetzt und vierfach mit je 100 mL Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde über 
Magnesiumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck 
entfernt. Der erhaltene Rückstand wurde in 90 mL THF gelöst und mit 120 mL eines 3:1-
Gemisches aus Essigsäure und Wasser versetzt. Die Lösung wurde bei Raumtemperatur über 
Nacht gerührt. Anschließend wurde die Lösung mit 300 mL Wasser verdünnt und dreifach 
mit je 300 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden über 
Magnesiumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck 
entfernt. Es wurden 2.20 g (4.29 mmol, 73%) TBS3-Gallussäure 117b als farbloser Feststoff 
erhalten. 
1
H-NMR (500 MHz, 300 K, CDCl3): = 7.28 (s, 2H, CHAr.), 0.99 (s, 9H, (CH3)3), 0.96 (s, 
18H, 2 x (CH3)3), 0.24 (s, 12H, 2 x (CH3)2), 0.15 (s, 6H, (CH3)2) ppm. 
13
C-NMR (125 MHz, 300 K, CDCl3): = 171.4 (CO2H), 148.6 (CO), 144.2 (CO), 121.1 (Cq), 
116.2 (CHAr.), 26.3 ((CH3)3), 26.2((CH3)3), 18.9 (Cq, tBu), 18.6 (Cq, tBu)  -3.6 ((CH3)3),  
-3.7 ((CH3)3) ppm. 
29
Si-NMR (99 MHz, 300 K, CDCl3): = 24.9, 23.0 ppm. 
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9.6 Peptidsynthesen 
9.6.1 Synthese von Peptid P1 
 
H-S
44
TSKTGKHGHAKCH
57
G-OH 
C62H102N24O20S [1535.71] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt. Nach Aufreinigung wurden 7.60 mg eines farblosen Feststoffs 
erhalten.  
HPLC  (0.6 mL/min, 5-30% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 5.10 min, Reinheit 95%. 
Semiprep-HPLC  (15 mL/min, 5-25% MeCN in H2O in 40 min): 
tr = 6.58 min, Reinheit 93%. 
LC-MS  (ESI+, MeCN, 5-25% MeCN in H2O in 40 min): 
für C62H104N24O20S
2+
 (M+2H
+
) ber.: 769.8550, gef.: 769:8543. 
1
H-NMR  (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0):  
1.60 mg in 600 µL: 
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9.6.2 Synthese von Peptid P2 
 
[dsb
1,14
]H-CHWETGKHGHKLVC-OH 
C71H104N23O18S2 [1632.88] 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und anschließend gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-
Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 31 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC (0.6 mL/min, 5-30% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 6.30 min, Reinheit 96%. 
Semiprep-HPLC  (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 9.37 min, Reinheit 65%. 
LC-MS  (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 40 min): 
für C71H104N23O18S2
2+
 (M
2+
) ber.: 816.4505, gef.: 816.4512. 
1
H-NMR  (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0):  
4.30 mg in 600 µL: 
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Tabelle 9-1: Chemische Verschiebungen der Protonen von Peptid P2, (aus TOCSY-, HSQC-
Spektren, 600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphatpuffer (pH 3.0)/D2O 9:1). 
AS NH (NH) 

 
 
  Andere 
Cys
1
 - - n.v. 3.00, 2.51 - - - - 
His
2
 d 9.15 4.86 3.29     
Trp
3
 d 8.94 4.90 3.05 - 
 


 


 
Glu
4
 d 9.36 4.89 2.22, 1.98 2.47 - - - 
Thr
5
 d 8.77 4.58 4.14 1.24 - - - 
Gly
6
 dd 8.15 4.33, 
3.99 
- - - - - 
Lys
7
 d 8.71 4.04 1.64 1.26 1.26 n.v. - 
His
8
 d 8.64 4.83 3.43, 3.08 -   - 
Gly
9
 dd 7.75 4.36, 
3.79 
- - - - - 
His
10
 d 8.69 5.35 3.27, 3.08 -    
Lys
11
 d 8.86 4.72 1.71 1.29 1.29 2.91 - 
Leu
12
 d 8.48 3.74 1.20, 0.16 0.81 0.43,  
-0.27 
- - 
Val
13
 d 8.43 4.13 1.47 0.81, 
0.68 
- - - 
Cys
14
 d 8.45 4.59 3.22, 2.82 - - - - 
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9.6.3 Synthese von Peptid P3 
 
[dsb
1,14
]H-CHWETGkHGHKLVC-OH 
C71H104N23O18S2 [1632.88] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und anschließend gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-
Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 22 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC  (0.6  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min):  
tr = 5.44 min, Reinheit 100%. 
Semiprep-HPLC  (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 9.45 min, Reinheit 87%. 
LC-MS  (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 40 min): 
für C71H104N23O18S2
2+
 (M
+
) ber.: 1632.7518, gef.: 1632.7522. 
1
H-NMR  (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0): 
2.10 mg in 600 µL: 
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Tabelle 9-2: Chemische Verschiebungen der Protonen von Peptid P3, (aus TOCSY-, HSQC-
Spektren, 600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphatpuffer (pH 3.0)/D2O 9:1). 
AS NH (NH) 

 
 
  Andere 
Cys
1
 - - n.v. 3.00, 2.51 - - - - 
His
2
 d 9.14 4.86 3.31     
Trp
3
 d 8.9111 4.93 3.08, 2.99 - 
 


 


 
Glu
4
 d 9.39 4.87 2.20, 1.96 2.44 - - - 
Thr
5
 d 8.76 4.63 4.25 1.21 - - - 
Gly
6
 dd 8.10 4.08, 
3.99 
- - - - - 
lys
7
 d 8.65 4.08 1.65 1.26 1.26 n.v. - 
His
8
 d 8.94 4.76 3.44, 3.16 -   - 
Gly
9
 dd 7.75 4.36, 
3.79 
- - - - - 
His
10
 d 8.69 5.35 3.27, 3.08 -    
Lys
11
 d 8.86 4.72 1.71 1.29 1.29 2.91 - 
Leu
12
 d 8.55 3.74 1.20, 0.16 0.81 0.43,  
-0.27 
- - 
Val
13
 d 8.45 4.13 1.47 0.81, 
0.68 
- - - 
Cys
14
 d 8.42 4.59 3.22, 2.82 - - - - 
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9.6.4 Synthese von Peptid P4 
 
[dsb
1,14
]H-CHWETGKhGHKLVC-OH 
C71H104N23O18S2 [1632.88] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und anschließend gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-
Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 27 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC  (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 0.78 min, Reinheit 96%. 
Semiprep-HPLC  (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 9.77 min, Reinheit 86%. 
LC-MS  (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 40 min): 
für C71H104N23O18S2
2+
 (M
+
) ber.: 1632.7518, gef.: 1632.7520. 
1
H-NMR (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0):  
1.60 mg in 600 µL: 
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Tabelle 9-3: Chemische Verschiebungen der Protonen von Peptid P4, (aus TOCSY-, HSQC-
Spektren, 600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphatpuffer (pH 3.0)/D2O 9:1). 
AS NH (NH) 

 
 
  Andere 
Cys
1
 - - 4.00 3.00, 2.51 - - - - 
His
2
 d 9.14 4.68 3.30     
Trp
3
 d 8.91 4.93 3.08, 2.98 - 
 


 


 
Glu
4
 d 9.31 4.81 2.19, 1.99 2.44 - - - 
Thr
5
 d 8.76 4.61 4.22 1.21 - - - 
Gly
6
 m* 8.18 4.10, 
3.96 
- - - - - 
Lys
7
 d 8.59 4.15 1.65 1.26 1.26 n.v. - 
his
8
 d 8.81 4.76 3.41, 3.17 -   - 
Gly
9
 m* 8.18 4.10, 
3.96 
- - - - - 
His
10
 d 8.69 5.35 3.27, 3.08 -    
Lys
11
 d 8.79 4.70 1.71 1.29 1.29 2.91 - 
Leu
12
 d 8.48 3.80 1.20, 0.16 0.81 0.43,  
-0.27 
- - 
Val
13
 d 8.55 4.09 1.46 0.81, 
0.69 
- - - 
Cys
14
 d 8.39 4.53 3.18, 2.81 - - - - 
*Überlagerung der NH und -CH2-Signale von Gly
6
 und Gly
9
. 
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9.6.5 Synthese von Peptid P5 
 
[dsb
1,14
]H-CHWETAKHAHKLVC-OH 
C73H109N23O18S2 [1660.94] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und anschließend gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-
Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 25 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC  (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min):  
tr = 6.08 min, Reinheit 97%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 9.92 min, Reinheit 92%. 
LC-MS  (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 40 min): 
für C73H109N23O18S2
2+
 (M
+
) ber.: 1660.9411, gef.: 1660.9405. 
1
H-NMR  (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0):  
2.50 mg in 600 µL: 
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Tabelle 9-4: Chemische Verschiebungen der Protonen von Peptid P5, (aus TOCSY-, HSQC-
Spektren, 600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphatpuffer (pH 3.0)/D2O 9:1). 
AS NH (NH) 

 
 
  Andere 
Cys
1
 - - 4.05 2.99, 2.51 - - - - 
His
2
 d 9.13 4.85, 3.30     
Trp
3
 d 8.88 4.88 3.06, 2.97 - 
 


 


 
Glu
4
 d 9.39 4.81 2.19, 1.99 2.44 - - - 
Thr
5
 d 8.76 4.61 4.22 1.21 - - - 
Ala
6
 d 8.32 4.45 1.37 - - - - 
Lys
7
 d 8.71 4.70 1.74 1.27 1.26 2.89 - 
His
8
 d 8.81 4.76 3.41, 3.17 -   - 
Ala
9
 d 7.82 4.49 1.39 - - - - 
His
10
 d 8.65 5.11 3.22, 3.10 -    
Lys
11
 d 8.79 4.70 1.71 1.29 1.29 2.91 - 
Leu
12
 d 8.48 3.79 1.25, 0.24 0.81 0.43,  
-0.21 
- - 
Val
13
 d 8.52 4.03 1.46 0.80, 
0.70 
- - - 
Cys
14
 d 8.38 4.56 3.17, 2.82 - - - - 
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9.6.6 Synthese von Peptid P6 
 
[dsb
1,14
]H-CHWETaKHaHKLVC-OH 
C73H109N23O18S2 [1660.94] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und anschließend gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-
Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 27 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 6.13 min, Reinheit 100%. 
Semiprep-HPLC  (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 9.63 min, Reinheit 95%. 
LC-MS  (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 40 min): 
 für C73H109N23O18S2
2+
 (M
+
) ber.: 1660.9411, gef.: 1660.9408. 
1
H-NMR  (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0): 
2.10 mg in 600 µL: 
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Tabelle 9-5: Chemische Verschiebungen der Protonen von Peptid P6, (aus TOCSY-, HSQC-
Spektren, 600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphatpuffer (pH 3.0)/D2O 9:1). 
AS NH (NH) 

 
 
  Andere 
Cys
1
 - - 4.05 2.99, 2.51 - - - - 
His
2
 d 9.13 4.81 3.30     
Trp
3
 d 8.88 4.84 3.07, 2.98 - 
 


 


 
Glu
4
 d 9.38 4.81 2.15, 2.00 2.46 - - - 
Thr
5
 d 8.53 5.15 4.14 1.24 - - - 
ala
6
 d 8.32 4.56 1.41 - - - - 
Lys
7
 d 8.91 3.99 1.74 1.27 1.26 2.89 - 
His
8
 d 8.81 4.76 3.41, 3.17 -   - 
ala
9
 d 7.66 4.25 1.35 - - - - 
His
10
 d 8.19 5.36 3.22, 3.10 -    
Lys
11
 d 8.72 4.74 1.71 1.28 1.28 2.93 - 
Leu
12
 d 8.48 3.75 1.19, 0.24 0.76 0.45,  
-0.31 
- - 
Val
13
 d 8.53 4.03 1.46 0.80, 
0.70 
- - - 
Cys
14
 d 8.38 4.54 3.21, 2.82 - - - - 
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9.6.7 Synthese von Peptid P7 
 
[dsb
1,14
]H-CHWETAKHaHKLVC-OH 
C73H109N23O18S2 [1660.94] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und anschließend gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-
Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 18 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC  (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 6.07 min, Reinheit 100%. 
Semiprep-HPLC  (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 10.0 min, Reinheit 97%. 
LC-MS  (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
für C73H110N23O18S2
+
 (M-H
+
) ber.: 1661.7908, gef.: 1661.7912. 
1
H-NMR  (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0):  
2.50 mg in 600 µL: 
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Tabelle 9-6: Chemische Verschiebungen der Protonen von Peptid P7, (aus TOCSY-, HSQC-
Spektren, 600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphatpuffer (pH 3.0)/D2O 9:1). 
AS NH (NH) 

 
 
  Andere 
Cys
1
 - - 4.05 2.99, 2.51 - - - - 
His
2
 d 9.13 4.84 3.32     
Trp
3
 d 8.86 4.99 3.11, 2.98 - 
 


 


 
Glu
4
 d 9.35 4.97 2.22, 1.96 2.53, 
2.43 
- - - 
Thr
5
 d 8.75 4.27 4.20 1.30 - - - 
Ala
6
 d 8.23 4.23 1.35 - - - - 
Lys
7
 d 8.32 3.98 1.74, 1.56 1.27 1.26 2.89 - 
His
8
 d 8.81 4.76 3.41, 3.17 -   - 
ala
9
 d 7.90 4.48 1.21 - - - - 
His
10
 d 8.68 5.30 3.22, 3.10 -    
Lys
11
 d 9.08 4.97 1.71 1.28 1.28 2.93 - 
Leu
12
 d 8.48 3.75 1.21, 0.35 0.80 0.46,  
-0.25 
- - 
Val
13
 d 8.53 4.03 1.49 0.84, 
0.69 
- - - 
Cys
14
 d 8.47 4.53 3.23, 2.83 - - - - 
 
 
 
 
 
  
9 Experimenteller Teil 241 
 
 
  
9.6.8 Synthese von Peptid P8 
 
[dsb
1,14
]H-CHWETaKHAHKLVC-OH 
C72H107N23O18S2 [1646.91] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und anschließend gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-
Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 21 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min):  
tr = 0.97 min, Reinheit 95%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 12.2 min, Reinheit 56%. 
LC-MS (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
für C72H109N23O18S2
2+
 (M-H
2+
) ber.: 830.8955, gef.: 830.8956. 
1
H-NMR (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0): 
2.00 mg in 600 µL: 
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9.6.9 Synthese von Peptid P9 
 
[dsb
1,14
]H-CHWETGKHAHKLVC-OH 
C72H107N23O18S2 [1646.94] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und anschließend gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-
Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 23 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC  (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min):  
tr = 0.95 min, Reinheit 99%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 12.0 min, Reinheit 97%. 
LC-MS (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
für C72H109N23O18S2
2+
 (M-H
2+
) ber.: 823.8878, gef.: 823.8878. 
1
H-NMR (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0):  
2.00 mg in 600 µL: 
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9.6.10 Synthese von Peptid P10 
 
[dsb
1,14
]H-CHWETAKHGHKLVC-OH 
C72H107N23O18S2 [1660.94] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und anschließend gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-
Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 11 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min):  
tr = 0.93 min, Reinheit 99%. 
Semiprep-HPLC  (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 12.3 min, Reinheit 56%. 
LC-MS  (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
für C72H109N23O18S2
2+
 (M-H
2+
) ber.: 830.8955, gef.: 830.8956. 
1
H-NMR (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0):  
2.00 mg in 600 µL: 
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9.6.11 Synthese von Peptid P11 
 
[dsb
1,14
]H-CHWETGKHaHKLVC-OH 
C72H107N23O18S2 [1660.94] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und anschließend gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-
Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 18 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC  (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 0.85 min, Reinheit 100%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 8.93 min, Reinheit 94%. 
LC-MS (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
für C72H107N23O18S2
+
 (M
 +
) ber.: 1646.7679, gef.: 1646.7676. 
1
H-NMR (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0):  
2.10 mg in 600 µL: 
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Tabelle 9-7: Chemische Verschiebungen der Protonen von Peptid P11, (aus TOCSY-, 
HSQC-Spektren, 600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphatpuffer (pH 3.0)/D2O 9:1). 
AS NH (NH) 

 
 
  Andere 
Cys
1
 - - 4.05 2.99, 2.51 - - - - 
His
2
 d 9.15 4.83 3.31     
Trp
3
 d 8.87 4.91 3.07, 2.98 - 
 


 


 
Glu
4
 d 9.37 4.95 2.20, 1.96 2.47, 
2.40 
- - - 
Thr
5
 d 8.86 4.77 4.12 1.22 - - - 
Gly
6
 dd 8.23 4.23  - - - - 
Lys
7
 d 8.77 4.07 1.63 1.30 1.30 2.93 - 
His
8
 d 8.63 4.83 3.49, 3.04 -   - 
ala
9*
 d 7.90 4.48 1.21 - - - - 
His
10
 d 8.68 5.30 3.22, 3.10 -    
Lys
11
 d 9.02 4.75 1.71 1.30 1.29 2.92 - 
Leu
12
 d 8.49 3.72 1.25, 0.05 0.77 0.42,  
-0.31 
- - 
Val
13
 d 8.56 4.14 1.51 0.79, 
0.70 
- - - 
Cys
14
 d 8.45 4.58 3.22, 2.85 - - - - 
*ala
9
-NH nur in TOCSY-Spektrum sichtbar, keine Änderung zwischen 280-320 K. 
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9.6.12 Synthese von Peptid P12 
 
[dsb
1,14
]H-CHWETaKHGHKLVC-OH 
C72H107N23O18S2 [1660.94] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und anschließend gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-
Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 22 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 5.53 min, Reinheit 99%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 8.93 min, Reinheit 92%. 
LC-MS (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
für C72H109N23O18S2
+
 (M
 +
) ber.: 823.8876, gef.: 823.8881. 
1
H-NMR  (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0):  
2.80 mg in 600 µL: 
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Tabelle 9-8: Chemische Verschiebungen der Protonen von Peptid P12, (aus TOCSY-, 
HSQC-Spektren, 600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphatpuffer (pH 3.0)/D2O 9:1). 
AS NH (NH) 

 
 
  Andere 
Cys
1
 - - 4.05 2.99, 2.51 - - - - 
His
2
 d 9.12 4.88 3.29     
Trp
3
 d 8.92 4.82 3.07 - 
 


 


 
Glu
4
 d 9.21 4.80 2.18, 1.96 2.51, 
2.40 
- - - 
Thr
5
 d 8.40 4.83 4.15 1.32 - - - 
ala
6
 dd 8.22 4.57 1.42 - - - - 
Lys
7
 d 8.83 4.12 1.69 1.30 1.28 2.93 - 
His
8
 d 8.55 4.83 3.44, 3.14 -   - 
Gly
9
 d 7.90 4.23, 
3.75 
 - - - - 
His
10
 d 8.67 5.27 3.29, 3.14 -    
Lys
11
 d 8.46 4.66 1.72, 1.65 1.30 1.27 2.92 - 
Leu
12
 d 8.39 3.75 1.31, 0.14 0.78 0.44,  
-0.24 
- - 
Val
13
 d 8.51 4.12 1.46 0.87, 
0.70 
- - - 
Cys
14
 d 8.55 4.50 3.20, 2.83 - - - - 
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9.6.13 Synthese von Peptid P13 
 
[dsb
1,14
]H-CHWETGKHGHKL[CSNH]VC-OH 
C71H105N23O17S3 [1648.95] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und anschließend gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-
Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 12 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC  (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 5.86 min, Reinheit 99%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 11.6 min, Reinheit 46%. 
1
H-NMR (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0): 
1.90 mg in 600 µL: 
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9.6.14 Synthese von Peptid P14 
 
[dsb
1,14
]H-CHWETGKHG[CSNH]HKLVC-OH 
C71H105N23O17S3 [1648.95] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und anschließend gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-
Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 12 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 5.36 min, Reinheit 92%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 10.6 min, Reinheit 79%. 
1
H-NMR (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0):  
1.90 mg in 600 µL: 
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9.6.15 Synthese von Peptid P15 
 
[dsb
1,14
] H-CHWETGKHSarHKLVC-OH 
C72H107N23O18S2 [1646.91] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und anschließend gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-
Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 14 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 6.04 min, Reinheit 99%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 9.60 min, Reinheit 86%. 
LC-MS (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
für C72H107N23O18S2
+
 (M
 +
) ber.: 1646.9124, gef.: 1646.9130. 
1
H-NMR (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0): 
2.10 mg in 600 µL: 
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Tabelle 9-9: Chemische Verschiebungen der Protonen von Peptid P15, (aus TOCSY-, 
HSQC-Spektren, 600 MHz, 300 K, 50 mM phosphatpuffer (pH 3.0)/D2O 9:1). 
AS NH (NH) 

 
 
  Andere 
Cys
1
 - - 4.01 3.01, 2.51 - - - - 
His
2
 d 9.14 4.79 3.24     
Trp
3
 d 8.90 4.97 3.08, 2.98 - 
 


 


 
Glu
4
 d 9.37 4.89 2.19, 1.92 2.45 - - - 
Thr
5
 d 8.86 4.35 4.18 1.20 - - - 
Gly
6
 dd 8.07 4.44, 
3.86 
 - - - - 
Lys
7
 d 8.77 4.01 1.60 1.30 1.30 2.95 - 
His
8
 d n.v. 4.83 3.49, 3.04 -   - 
Sar
9
 d 7.90 4.48 2.95 - - - - 
His
10
 d 8.60 5.31 3.20, 3.09 -    
Lys
11
 d 9.01 4.81 1.84, 1.71 1.31 1.31 2.95 - 
Leu
12
 d 8.55 3.70 1.25, 0.05 0.79 0.42,  
-0.25 
- - 
Val
13
 d 8.57 3.88 1.33 0.84, 
0.69 
- - - 
Cys
14
 d 8.47 4.55 3.18, 2.90 - - - - 
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9.6.16 Synthese von Peptid P16 
 
[dsb
1,14
] H-CHWETSarKHSarHKLVC-OH 
C72H107N23O18S2 [1660.94] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und anschließend gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-
Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 17 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC  (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
 tr = 6.04 min, Reinheit 99%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 9.20 min, Reinheit 94%. 
LC-MS (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
für C72H107N23O18S2
+
 (M
 +
) ber.: 1660.9421, gef.: 1660.9433. 
1
H-NMR (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0):  
1.90 mg in 600 µL: 
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9.6.17 Synthese von Peptid P17 
 
[dsb
1,14
][dsb
5,10
]H-CHWECGKHGCKLVC-OH 
C67H99 N21O17S4 [1598.90] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und anschließend gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-
Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 21 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 6.79 min, Reinheit 100%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 12.8 min, Reinheit 95%. 
LC-MS (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
für C67H99N21O17S2
+
 (M
 +
) ber.: 1598.9021, gef.: 1598.9028. 
1
H-NMR (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0): 
1.90 mg in 600 µL: 
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Tabelle 9-10: Chemische Verschiebungen der Protonen von Peptid P17, (aus TOCSY-, 
HSQC-Spektren, 600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphatpuffer (pH 3.0)/D2O 9:1). 
AS NH (NH) 

 
 
  Andere 
Cys
1
 - - 3.98 3.07, 2.56 - - - - 
His
2
 d 9.14 4.79 3.24     
Trp
3
 d 8.90 4.97 3.08, 2.98 - 
 


 


 
Glu
4
 d 9.35 4.84 2.16, 1.88 2.44 - - - 
Cys
5
 d 9.25 5.34 3.35  - - - 
Gly
6
 d 8.04 4.42, 
3.98 
 - - - - 
Lys
7
 d 8.86 4.06 1.60 1.30 1.30 2.97 - 
His
8
 d 8.81 4.95 3.50, 3.10 -   - 
Gly
9
 d 7.68 4.57, 
3.90 
 - - - - 
Cys
10
 d 8.60 5.31 3.20, 3.09 -    
Lys
11
 d 8.87 4.87 1.83, 1.70 1.37 1.37 2.92 - 
Leu
12
 d 8.51 3.80 1.34, 0.17 0.81 0.42,  
-0.19 
- - 
Val
13
 d 8.65 4.06 1.46 0.86, 
0.73 
- - - 
Cys
14
 d 8.46 4.60 3.20, 2.86 - - - - 
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9.6.18 Synthese von Peptid P18 
 
[dsb
1,14
] H-CHWKTGKHGHALVC-OH 
C69H103N23O16S2 [1574.85] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und anschließend gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-
Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 16 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min):  
tr = 5.47 min, Reinheit 99%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 9.55 min, Reinheit 89%. 
LC-MS (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
für C69H106N23O16S2
+
 (M-3H
3+
) ber.: 525.5871, gef.: 525.5867. 
1
H-NMR (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0):  
1.30 mg in 600 µL: 
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9.6.19 Synthese von Peptid P19 
 
[dsb
1,14
] H-CHSKTGKHGHAKVC-OH 
C69H99N23O17S2 [1490.73] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und anschließend gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-
Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 12 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 1.01 min, Reinheit 99%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 4.48 min, Reinheit 65%. 
LC-MS (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
für C69H102N23O17S2
+
 (M-3H
3+
) ber.: 496.2468, gef.: 496.2463. 
1
H-NMR (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0): 
1.30 mg in 600 µL: 
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9.6.20 Synthese von Peptid P20 
 
[dsb
1,14
] H-CTSKTGKHGHAKCC-OH 
C57H95N21O18S3 [1458.70] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und anschließend gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-
Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 17 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 2.34 min, Reinheit 98%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 6.62 min, Reinheit 69%. 
LC-MS (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
für C57H95N21O18S3
+
 (M
+
) ber.: 1458.7071, gef.: 1458.7078. 
1
H-NMR (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0): 
1.60 mg in 600 µL: 
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9.6.21 Synthese von Peptid P21 
 
[dsb
1,14
] H-CHWETGfPGHKLVC-OH 
C73H102N20O18S2 [1611.86] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und anschließend gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-
Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 7.6 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 7.52 min, Reinheit 100%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 16.1 min, Reinheit 93%. 
LC-MS (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
für C73H103N20O18S3
+
 (M-H
+
) ber.: 1611.7195, gef.: 1611.7189. 
1
H-NMR (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0): 
1.60 mg in 600 µL: 
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Tabelle 9-11: Chemische Verschiebungen der Protonen von Peptid P21, (aus TOCSY-, 
HSQC-Spektren, 600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphatpuffer (pH 3.0)/D2O 9:1). 
AS NH (NH) 

 
 
  Andere 
Cys
1
 - - 3.98 3.09, 2.60 - - - - 
His
2
 d 9.16 4.87 3.32     
Trp
3
 d 8.91 4.94 3.04 - 
 


 


 
Glu
4
 d 9.36 4.93 2.21, 1.95 2.46 - - - 
Thr
5
 d 9.25 4.83 4.25 1.18 - - - 
Gly
6
 t 7.95 3.99  - - - - 
phe
7
 d 8.70 4.60 3.06    7.44 
7.39 
7.28 
Pro
8
 - - 4.30 2.20, 2.05 2.01   - 
Gly
9
 d 7.68 4.08, 
3.74 
 - - - - 
His
10
 d 8.40 5.25 3.25, 3.03 -    
Lys
11
 d 8.91 4.73 1.83, 1.69 1.37 1.37 2.89 - 
Leu
12
 d 8.52 3.81 1.35, 0.25 0.81 0.44,  
-0.25 
- - 
Val
13
 d 8.58 4.14 1.49 0.82, 
0.72 
- - - 
Cys
14
 d 8.43 4.58 3.20, 2.86 - - - - 
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9.6.22 Synthese von Peptid P22 
 
[dsb
1,14
] H-CHWETGXGHKLVC-OH X = DSc  
C64H96N20O17S2 [1481.72] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und anschließend gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-
Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 13 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 5.12 min, Reinheit 99%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 9.31 min, Reinheit 93%. 
LC-MS (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
für C64H98N20O17S2
2+
 (M-2H
+
) ber.: 741.3429, gef.: 741.3425. 
1
H-NMR (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0): 
1.80 mg in 600 µL: 
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Tabelle 9-12: Chemische Verschiebungen der Protonen von Peptid P22, (aus TOCSY-, 
HSQC-Spektren, 600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphatpuffer (pH 3.0)/D2O 9:1). 
AS NH (NH) 

 
 
  Andere 
Cys
1
 - - 3.98 3.09, 2.60 - - - - 
His
2
 d 9.12 4.91 3.32     
Trp
3
 d 8.90 4.92 3.14, 3.02 - 
 


 


 
Glu
4
 d 9.38 4.87 2.11, 1.98 2.48 - - - 
Thr
5
 d 8.73 4.63 4.25 1.18 - - - 
Gly
6
 t 8.49 4.05, 
3.95 
 - - - - 
DSc
7/8
  - 4.30 1.87 1.61   - 
Gly
9
 t 8.4 4.04 
3.94 
 - - - - 
His
10
 d 8.40 5.25 3.25, 3.03 -    
Lys
11
 d 8.76 4.71 1.76, 1.65 1.34 1.34 2.93 - 
Leu
12
 d 8.52 3.81 1.30, 0.31 0.75 0.44,  
-0.23 
- - 
Val
13
 d 8.59 4.14 1.49 0.82, 
0.69 
- - - 
Cys
14
 d 8.44 4.64 3.20, 2.85 - - - - 
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9.6.23 Synthese von Peptid P23 
 
[dsb
1,14
] H-CHWETGNGGHKLVC-OH  
C65H95N21O19S2 [1538.72] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und anschließend gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-
Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 14 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 5.37 min, Reinheit 100%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 10.4 min, Reinheit 88%. 
LC-MS (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
für C65H96N221O19S2
+
 (M-H
+
) ber.: 1538.6627, gef.: 1538.6632. 
1
H-NMR (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0): 
2.10 mg in 600 µL: 
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Tabelle 9-13: Chemische Verschiebungen der Protonen von Peptid P23, (aus TOCSY-, 
HSQC-Spektren, 600 MHz, 300 K, 50 mM P hosphatpuffer (pH 3.0)/D2O 9:1). 
AS NH (NH) 

 
 
  Andere 
Cys
1
 - - 4.00 3.15, 2.60 - - - - 
His
2
 d 9.14 4.87 3.30     
Trp
3
 d 8.90 4.92 3.13, 2.98 - 
 


 


 
Glu
4
 d 9.34 4.85 2.20, 1.98 2.46 - - - 
Thr
5
 d 8.68 4.72 4.24 1.18 - - - 
Gly
6
 t 8.19 4.10  - - - - 
Asn
7
 d 8.93 4.59 3.06     
Gly
8
 d 8.65 4.04, 
3.89 
    - 
Gly
9
 d 7.89 4.03  - - - - 
His
10
 d 8.40 5.25 3.25, 3.03 -    
Lys
11
 d 8.72 4.71 1.77, 1.69 1.35 1.35 2.92 - 
Leu
12
 d 8.47 3.78 1.33, 0.23 0.83 0.42,  
-0.24 
- - 
Val
13
 d 8.54 4.12 1.48 0.83, 
0.71 
- - - 
Cys
14
 d 8.41 4.62 3.19, 2.88 - - - - 
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9.6.24 Synthese von Peptid P24 
 
[dsb
1,14
] H-CHWETGHot=TapGHKLVC-OH 
C67H96N20O20S3 [1597.81] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und anschließend gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-
Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 18 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 5.62 min, Reinheit 96%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 10.9 min, Reinheit 71%. 
LC-MS (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
für C65H96N221O19S2
+
 (M-H
+
) ber.: 1597.8111, gef.: 1597.8104. 
1
H-NMR (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0): 
2.40 mg in 600 µL: 
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Tabelle 9-14: Chemische Verschiebungen der Protonen von Peptid P24, (aus TOCSY-, 
HSQC-Spektren, 600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphatpuffer (pH 3.0)/D2O 9:1). 
AS NH (NH) 

 
 
  Andere 
Cys
1
 - - 3.99 3.12, 2.60 - - - - 
His
2
 d 9.15 4.86 3.30     
Trp
3
 d 8.91 5.01 3.10 3.01 - 
 


 


 
Glu
4
 d 9.35 4.93 2.20, 1.97 2.45 - - - 
Thr
5
 d 8.73 4.54 4.23 1.22 - - - 
Gly
6
 t 7.93 4.13, 
3.82 
 - - - - 
Hot=Tap
7/8
 d 9.25      6-H: 3.64, 
7-H: 4.25, 
8-H: 4.22, 
8a-H: 5.10, 
3-H: 5.27, 
2-H:  
3.37, 3.20 
Gly
9
 t 7.88 4.09  - - - - 
His
10
 d 8.56 5.29 3.24, 3.03 -    
Lys
11
 d 8.98 4.72 1.68 1.26 1.26 2.93 - 
Leu
12
 d 8.55 3.84 1.33, 0.28 0.82 0.46,  
-0.26 
- - 
Val
13
 d 8.58 4.11 1.46 0.84, 
0.71 
- - - 
Cys
14
 d 8.44 4.60 3.16, 2.88 - - - - 
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9.6.25 Synthese von Peptid P25 
 
[dsb
1,10
] H-CKTGKHGHKC-OH 
C44H73N17O12S3 [1096.30] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und anschließend gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-
Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 11 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 0.88 min, Reinheit 98%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 10.0 min, Reinheit 62%. 
LC-MS (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
für C44H73N17O12S3
+
 (M
+
) ber.: 1096.3031, gef.: 1096.3033. 
1
H-NMR (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0): 
2.20 mg in 600 µL: 
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9.6.26 Synthese von Peptid P26 
 
[dsb
1,18
] H-CHWESKTGKHGHAKKLVC-OH 
C89H139N29O23S2 [2047.39] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und anschließend gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-
Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 12 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 5.07 min, Reinheit 99%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 8.38 min, Reinheit 66%. 
LC-MS (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
für C89H139N29O23S2
+
 (M
+
) ber.: 2047.3909, gef.: 2047.3912. 
1
H-NMR (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0): 
2.10 mg in 600 µL: 
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9.6.27 Synthese von Peptid P27 
 
[dsb
1,18
][dsb
5,14
] H-CHWECKTGKHGHACKLVC-OH 
C86H130N28O22S4 [2036.40] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und anschließend gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-
Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 10 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 5.89 min, Reinheit 100%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 10.5 min, Reinheit 92%. 
LC-MS (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
 für C86H132N28O22S4
2+
 (M-2H
2+
) ber.: 1019.4488, gef.: 1019.4504. 
1
H-NMR (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0): 
1.90 mg in 600 µL: 
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Tabelle 9-15: Chemische Verschiebungen der Protonen von Peptid P27, (aus TOCSY-, 
HSQC-Spektren, 600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphatpuffer (pH 3.0)/D2O 9:1). 
AS NH (NH) 

 
 
  Andere 
Cys
1
 - - 4.02 3.21, 2.60 - - - - 
His
2
 d 9.19 4.88 3.35     
Trp
3
 d 9.07 4.88 3.09 - 
 


 


 
Glu
4
 d 9.38 4.87 2.13, 1.90 2.39 - - - 
Cys
5
 d 9.19 5.48 3.04, 2.69     
Lys
6
 d 8.62 4.62 1.79 1.45 1.31 2.95  
Thr
7
 d 8.58 4.85 4.43 1.20 - - - 
Gly
8
 t 8.21 4.23, 
4.00 
   - - 
Lys
9
 d 8.58 4.60 1.75 1.40 1.31   
His
10
 D 8.65 4.09 3.05     
Gly
11
 t 7.90 4.24  - - - - 
His
12
 d 8.56 5.29 3.24, 3.03 -    
Ala
13
 d 8.56 4.56 1.39     
Cys
14
 D 8.60 4.42 3.42, 3.09     
Lys
15
 d 8.89 4.68 1.77 1.64 1.34 2.91 - 
Leu
16
 d 8.54 3.77 1.34, 0.25 0.78 0.45,  
-0.22 
- - 
Val
17
 d 8.64 4.11 1.44 0.84, 
0.66 
- - - 
Cys
18
 d 8.47 4.58 3.23, 2.84 - - - - 
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9.6.28 Synthese von Peptid P28 
 
[dsb
1,22
][dsb
5,18
] H-CHWECTSKTGKHGHAKCCLVC-OH 
C102H159N33O28S5 [2455.90] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und anschließend gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-
Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 11 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 5.77 min, Reinheit 100%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 11.2 min, Reinheit 51%. 
LC-MS (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
für C102H162N33O28S5
3+
 (M-3H
3+
) ber.: 819.3627, gef.: 819.3633. 
1
H-NMR (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0): 
1.40 mg in 600 µL: 
 
 
 
  
9 Experimenteller Teil 271 
 
 
  
9.6.29 Synthese von Peptid P29 
 
[dsb
1,22
][dsb
5,18
] H-CHWECTSKTGKHGHAKSCLVC-OH 
C102H159N33O29S4 [2455.90] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und anschließend gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-
Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 10 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 5.65 min, Reinheit 100%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 11.0 min, Reinheit 98%. 
LC-MS (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
für C102H162N33O29S4
3+
 (M-3H
3+
) ber.: 814.3707, gef.: 814.3718. 
1
H-NMR  (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0): 
1.50 mg in 600 µL: 
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9.6.30 Synthese von Peptid P30 
 
[dsb
1,14
] H-CHXETGKHGHKLVC-OH X = Hop 
C68H103N23O20S2 [1626.83] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt, wobei die enantiomerenreine Aminosäure Fmoc- 
L-Hop(tBu)-OH 51 verwendet wurde. Nach Abspaltung vom Harz konnte NMR-
spektroskopisch festgestellt werden, dass die tBu-Schutzgruppe des Pyridons unvollständig 
abgespalten war. Daher wurde das Peptid über Nacht in reiner TFA gerührt und erneut 
gefriergetrocknet. Anschließend wurde das Peptid gemäß der allgemeinen Vorschrift zur 
Disulfid-Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 16 mg eines farblosen Feststoffs 
erhalten.  
HPLC (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 1.19 min, Reinheit 98%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 6.36 min, Reinheit 77%. 
LC-MS (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
für C68H103N23O20S2
2+
 (M
2+
) ber.: 812.8595, gef.: 812.8599. 
1
H-NMR (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0): 
1.70 mg in 600 µL: 
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Tabelle 9-16: Chemische Verschiebungen der Protonen von Peptid P30, (aus TOCSY-, 
HSQC-Spektren, 600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphatpuffer (pH 3.0)/D2O 9:1). 
AS NH (NH) 

 
 
  Andere 
Cys
1
 - - 3.99 3.00, 2.51  - - - 
His
2
 d 9.15 4.88 3.28     
Hop
3
 d 8.98 4.82 2.77 -   H-6: 7.75 
H-4: 7.27 
H-3: 6.62 
Glu
4
 d 8.76 4.61 2.12, 1.93 2.41 - - - 
Thr
5
 d 8.50 4.42 4.21 1.22 - - - 
Gly
6
 t 8.38 4.04  - - - - 
Lys
7
 d 8.49 4.21 1.64 1.26 1.26   
His
8
 D 8.56 4.74 3,39, 3.12     
Gly
9
 t 8.38 4.04  - - - - 
His
10
 d 8.48 4.90 3.26, 3.14 -    
Lys
11
 d 8.35 4.43 1.71 1.29 1.29 2.91 - 
Leu
12
 d 8.54 4.21 0.82 1.57 0.86, 
0.49 
- - 
Val
13
 d 8.53 4.13 1.47 0.84, 
0.73 
- - - 
Cys
14
 d 8.44 4.59 3.23, 2.91 - - - - 
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9.6.31 Synthese von Peptid P31 
 
[dsb
1,14
] H-CHXETGKHGHKLVC-OH X = hop 
C68H103N23O20S2 [1626.83] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt, wobei die racemische Aminosäure Fmoc-L-Hop(tBu)-OH 50 
verwendet wurde. Nach Abspaltung vom Harz konnte NMR-spektroskopisch festgestellt 
werden, dass die tBu-Schutzgruppe des Pyridons unvollständig abgespalten war. Daher wurde 
das Peptid über Nacht in reiner TFA gerührt und erneut gefriergetrocknet. Anschließend 
wurde das Peptid gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-Oxidation oxidiert. Die 
diastereomeren Peptide wurden mittels Semiprep-HPLC aufgetrennt. Nach Aufreinigung 
wurden 7.5 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
Analytik für das D-Hop Peptid: 
HPLC (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 1.28 min, Reinheit 96%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 7.53 min, Reinheit 37%. 
LC-MS (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
für C68H103N23O20S2
2+
 (M
2+
) ber.: 812.8595, gef.: 812.8599. 
1
H-NMR (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0): 
1.20 mg in 600 µL: 
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9.6.32 Synthese von Peptid P32 
 
[dsb
1,14
] H-CHXETGKHGHKLVC-OH X = Dpa 
C75H108N22O18S2 [1669.95] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und anschließend gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-
Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 17 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 8.22 min, Reinheit 93%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 14.5 min, Reinheit 74%. 
LC-MS (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
für C75H108N22O18S2
2+
 (M
2+
) ber.: 834.3826, gef.: 834.3828. 
1
H-NMR (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0): 
1.60 mg in 600 µL: 
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9.6.33 Synthese von Peptid P33 
 
[dsb
1,14
] H-CHXETGKHGHKLVC-OH X = 1-Nal 
C73H106N22O18S2 [1643.91] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und anschließend gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-
Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 21 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 6.63 min, Reinheit 99%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 12.7 min, Reinheit 69%. 
LC-MS (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
für C73H106N22O18S2
3+
 (M
2+
) ber.: 821.9535, gef.: 821.9545. 
1
H-NMR  (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0): 
1.80 mg in 600 µL: 
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Tabelle 9-17: Chemische Verschiebungen der Protonen von Peptid P33, (aus TOCSY-, 
HSQC-Spektren, 600 MHz, 300 K, 50 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 3.0)/D2O 9:1). 
AS NH (NH) 

 
 
  Andere 
Cys
1
 - - n.v. 3.00, 2.51  - - - 
His
2
 d 9.09 4.85 3.29     
L-Nal
3
 d 8.86 5.08 3.48, 3.26 -   H-8: 7,55 
H-7. 7.05 
H-6: 7.50 
H-5: 7.95 
H-4: 7.85 
H-3: 7.46 
H-2: 7.50 
Glu
4
 d 8.89 4.89 2.46, 1.89 2.20 - - - 
Thr
5
 d 8.78 4.60 4.19 1.23 - - - 
Gly
6
 dd 8.16 4.32, 
4.03 
 - - - - 
Lys
7
 d 8.71 4.04 1.63 1.27 1.26   
His
8
 d 8.64 4.83 3.43, 3.08     
Gly
9
 dd 7.75 3.43, 
3.08 
 - - - - 
His
10
 d 8.69 5.35 3.29, 3.15 -    
Lys
11
 d 8.86 4.72 1.71 1.29 1.29 2.91 - 
Leu
12
 d 8.52 3.70 1.25, 0.05 0.79 0.42,  
-0.44 
- - 
Val
13
 d 8.50 4.10 1.37 0.81, 
0.68 
- - - 
Cys
14
 d 8.41 4.59 3.20, 2.85 - - - - 
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9.6.34 Synthese von Peptid P34 
[dsb
4,17
] Ac-K(FITC)KKCHWETGKHGHKLVC-OH 
C112H156N30O27S3 [2448.83] 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt. K
1
 wurde dabei als Fmoc-L-Lys(Dde)-OH eingesetzt.Der N-
Terminus wurde mit 50 eq Ac2O und 10 eq DIPEA in 5 mL DCM für 60 Minuten acetyliert, 
bevor die Dde-Schutzgruppe mit 2% N2H4 in DMF zweifach in je 30 Minuten abgespalten 
wurde. FITC-Labelling erfolgte mit 5.0 eq FITC und 10 eq DIPEA in DCM über Nacht. 
Anschließend wurde das Peptid vom Harz abgespalten und gemäß der allgemeinen 
Arbeitsvorschrift oxidiert. Nach Aufreinigung mittels Semiprep-HPLC konnte NMR-
spektroskopisch ein Labelling von ca. 40% festgestellt werden. Nach Aufreinigung wurden 
3.4 mg eines farblosen Feststoffs erhalten. 
HPLC (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 8.01 min, Reinheit 95%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 18.4 min, Reinheit 71%. 
LC-MS (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
für C112H156N30O27S3
2+
 (M
2+
) ber.:1224.4242, gef.: 1224.4256. 
1
H-NMR (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0): 
1.10 mg in 600 µL: 
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9.6.35 Synthese von Peptid P35 
 
 [dsb
4,17
] Levofloxacin-KKCHWETGKHGHKLVC-OH 
C109H161N32O25S2F [2402.80] 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt. Nach Abschluss der automatisierten Peptidsynthese wurde 
kommerziell erhältliches Levofloxacin unter manuellen Kupplungsbedingungen (5 eq 
Levofloxacin, 5.0 eq HOAt, 5.0 eq HATU, 10 eq DIPEA) in DMF über Nacht manuell an den 
N-Terminus gekuppelt. Abspaltung und Oxidation erfolgten gemäß der allgemeinen 
Arbeitsvorschrift. Nach Aufreinigung wurden 21 mg eines farblosen Feststoffs erhalten. 
 
HPLC (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 6.00 min, Reinheit 100%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 8.98 min, Reinheit 92%. 
LC-MS  (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
C109H161N32O25S2F
2+
 (M
2+
) ber.:1201.3543, gef.: 1201.3540. 
1
H-NMR (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0): 
2.10 mg in 600 µL: 
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Tabelle 9-18: Chemische Verschiebungen der Protonen von Peptid P35, (aus TOCSY-, 
HSQC-Spektren, 600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphatpuffer (pH 3.0)/D2O 9:1). 
AS NH (NH) 

 
 
  Andere 
Levofloxacin
 
       5-H: 8.69 
8-H: 7.66 
2-H: 4.50 
3-H: 4.39 
N-CH3: 2.97 
3-H: 1.53* 
Lys
1 
d 10.6 4.56 1.91 1.75 1.41   
Lys
2 
d 8.47 4.29 1.80 1.70 1.46   
Lys
3 
d 8.45 4.37 1.80 1.70 1.46   
Cys
4
 d 8.32- 4.72 3.01, 2.41  - - - 
His
5
 d 8.97 4.87 3.30     
Trp
6
 d 8.88 4.92 3.14 -    
Glu
7
 d 9.35 4.84 2.42, 1.92 2.17 - - - 
Thr
8
 d 8.12 4.57 4.16 1.21 - - - 
Gly
9
 dd 8.12 4.33, 
4.00 
 - - - - 
Lys
10
 d 8.70 4.07 1.63 1.27 1.26   
His
11
 d 8.63 4.82 3.25, 3.10     
Gly
12
 dd 7.74 4.33, 
3.78 
 - - - - 
His
13
 d 8.68 5.28 3.48, 3.10 -    
Lys
14
 d 8.84 4.73 1.73 1.31 1.29 2.95 - 
Leu
15
 d 8.46 3.70 1.28, 0.18 0.77 0.34,  
-0.30 
- - 
Val
16
 d 8.62 4.04 1.52 0.86, 
0.69 
- - - 
Cys
17
 d 8.38 4.71 3.00, 2.84 - - - - 
*Signale der 1,4-Piperazin-Methylengruppen sind bei pH 3 nicht sichtbar 
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9.6.36 Synthese von Peptid P36 
 
[dsb
5,18
] H-Hot=TapKKCHWETGKHGHKLVC-OH 
C91H140N29O24S3 [2120.48] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und anschließend gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-
Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 17 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 5.02 min, Reinheit 100%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 8.57 min, Reinheit 93%. 
LC-MS  (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
C91H141N29O24S3
3+
 (M-H
3+
) ber.:707.3317, gef.: 707.3318. 
1
H-NMR (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0): 
2.20 mg in 600 µL: 
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Tabelle 9-19: Chemische Verschiebungen der Protonen von Peptid P36, (aus TOCSY-, 
HSQC-Spektren, 600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphatpuffer (pH 3.0)/D2O 9:1). 
AS NH (NH) 

 
 
  Andere 
Hot=Tap
1/2 
-       6-H: 3.55 
7-H: 4.00 
8-H: 4.30 
8a-H: 5.25 
3-H: 5.38 
2-H:  
3.28, 3.00 
 
Lys
3 
d 8.74 4.32 1.78 1.52 1.32   
Lys
4 
d 8.49 4.36 1.74 1.50 1.42 2.95  
Cys
5
 d 8.39 5.25 3.00, 2.45  - - - 
His
6
 d 8.99 4.85 3.25     
Trp
7
 d 8.90 4.90 3.08, 3.00 -    
Glu
8
 d 9.37 4.87 2.44, 1.95 2.15 - - - 
Thr
9
 d 8.78 4.58 4.15 1.20 - - - 
Gly
10
 dd 8.13 4.34, 
4.00 
 - - - - 
Lys
11
 d 8.72 4.05 1.53 1.50 1.27   
His
12
 d 8.63 4.84 3.46, 3.07     
Gly
13
 dd 7.74 4.34, 
3.80 
 - - - - 
His
14
 d 8.70 5.33 3.26, 3.12 -    
Lys
15
 d 8.87 4.74 1.58 1.39 1.29 2.93 - 
Leu
16
 d 8.47 3.77 1.26, 0.13 0.76 0.39,  
-0.30 
- - 
Val
17
 d 8.62 4.08 1.54 0.86, 
0.72 
- - - 
Cys
18
 d 8.46 4.82 3.00, 2.82 - - - - 
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9.6.37 Synthese von Peptid P37 
 
[dsb
1,13
] H-CHWETGHGHKLVC –OH (X/K7 von P2) 
C65H93N21O17S2 [1504.71] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese unter 
Verwendung von Fmoc-L-Mal-OH 103 im 0.1 mM Maßstab dargestellt und anschließend 
gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung 
wurden 8.0 mg eines farblosen Feststoffs erhalten. Das Produkt konnte als die 
Delitionsmutante K7 identifiziert werden. 
HPLC (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 5.67 min, Reinheit 95%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 11.2 min, Reinheit 78%. 
LC-MS (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
für C65H93N21O17S2
2+
 (M
2+
) ber.:702.3531, gef.: 702.3538. 
1
H-NMR (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0): 
1.60 mg in 600 µL: 
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9.6.38 Synthese von Peptid P38 
 
[dsb
1,14
] H-CHWETGXHGHKLVC –OH (X=Mal(Bn))  
C84H115N23O20S2 [1831.11] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese unter 
Verwendung von Fmoc-L-Mal(Bn)-OH 108 im 0.1 mM Maßstab dargestellt und anschließend 
gemäß der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung 
wurden 4.0 mg eines farblosen Feststoffs erhalten. Hydrogenolytische Abspaltung der 
benzylischen Schutzgruppe führte zur Zersetzung des Peptids. 
HPLC (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 7.17 min, Reinheit 95%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 11.5 min, Reinheit 75%. 
1
H-NMR (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0): 
1.60 mg in 600 µL: 
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9.6.39 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Seitenketten-Modifizierung von K
7
 an der festen 
Phase 
Das Peptid wurde gemäß der allgemeinen Arbeitsvorschrift zur automatisierten 
Peptidsynthese im 0.1 mM Maßstab dargestellt, wobei Lys
7
, falls nicht anders erwähnt, als 
Fmoc-L-Lys(Dde)-OH eingesetzt wurde. Nach Abschluss der automatisierten Peptidsynthese 
wurde der N-Terminus mit Ac2O (50 eq) und DIPEA (5 eq) in DCM für 60 Minuten 
acetyliert. Die Dde-Schutzgruppe von Lys
7
 wurde mit 2% N2H4 in DMF zweifach für je 
30 Minuten abgespalten. Die Acylierung des primären Amins erfolgte mit jeweils 3 eq der 
entsprechenden Carbonsäure, HOBt, HBTU und 10 eq DIPEA in DMF für 60 Minuten. Nach 
mehrmaligem Waschen mit DMF, DCM und MeOH wurde das Peptid unter 
Standardbedingungen vom Harz abgespalten. 
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9.6.40 Synthese von Peptid P39 
 
 [dsb
1,14
] Ac-CHWETGK(NA)HGHKLVC-OH 
C79H109N24O20S2 [1779.01] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und die Seitenkette von Lys
7
 wurde gemäß der allgemeinen 
Arbeitsvorschrift mit Nikotinsäure modifiziert. Anschließend wurde das Peptid entsprechend 
der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 11 mg 
eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 6.95 min, Reinheit 95%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 13.1 min, Reinheit 92%. 
LC-MS (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
C79H109N24O20S2
+
 (M
+
) ber.:1777.7739, gef.: 1777.7728. 
1
H-NMR (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0): 
1.60 mg in 600 µL: 
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Tabelle 9-20: Chemische Verschiebungen der Protonen von Peptid P39, (aus TOCSY-, 
HSQC-Spektren, 600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphatpuffer (pH 3.0)/D2O 9:1). 
 
 
  
AS NH (NH) 

 
 
  Andere 
Ac-Cys
1
 d 8.44 5.11 2.94, 2.45  - - Ac-CH3: 
2.06 
His
2
 d 8.95 4.83 3.25     
Trp
3
 d 8.85 4.85 3.36 - 
 


 


 
Glu
4
 d 9.28 4.85 2.18, 1.95 2.44 - - - 
Thr
5
 d 8.72 4.55 4.19 1.23 - - - 
Gly
6
 dd 8.14 4.18, 
3.98 
 - - - - 
Lys
7
(NA) d 8.61 4.00 1.63 1.27 1.26 NH: 
8.60 
CH2: 

H-2: 9.03 
H-4: 8.62 
H-5: 7.94 
H-6: 8.59 
His
8
 d 8.64 4.83 3.43, 3.08     
Gly
9
 dd 7.75 4.43, 
3.08 
 - - - - 
His
10
 d 8.46 4.80 3.09, 3.00 -    
Lys
11
 d 8.83 4.80 1.71 1.29 1.29 2.95 - 
Leu
12
 d 8.43 3.81 1.27, 0.18 0.83 0.41,  
-0.20 
- - 
Val
13
 d 8.56 4.09 1.59 0.85, 
0.73 
- - - 
Cys
14
 d 8.64 4.80 3.27, 3.12 - - - - 
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9.6.41 Synthese von Peptid P40 
 
 [dsb
1,14
] Ac-CHWETGK(BiPy)HGHKLVC-OH 
C84H112N25O20S2 [1856.10] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und die Seitenkette von Lys
7
 wurde gemäß der allgemeinen 
Arbeitsvorschrift mit 115 modifiziert. Anschließend wurde das Peptid entsprechend der 
allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 14 mg 
eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min):  
tr = 6.75 min, Reinheit 100%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 13.2 min, Reinheit 84%. 
LC-MS (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
C84H112N25O20S2
+
 (M
+
) ber.:1854.9011, gef.: 1854.9019. 
1
H-NMR  (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0): 
2.00 mg in 600 µL: 
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Tabelle 9-21: Chemische Verschiebungen der Protonen von Peptid P40, (aus TOCSY-, 
HSQC-Spektren, 600 MHz, 300 K, 50 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 3.0)/D2O 9:1). 
 
  
AS NH (NH) 

 
 
  Andere 
Ac-Cys
1
 d 8.43 5.05 2.94, 2.45  - - Ac-CH3: 
2.04 
His
2
 d 8.92 4.86 3.20     
Trp
3
 d 8.79 4.79 3.34 - 
 


 


 
Glu
4
 d 9.23 4.78 2.18, 1.95 2.44 - - - 
Thr
5
 d 8.72 4.55 4.19 1.23 - - - 
Gly
6
 dd 8.14 4.27, 
4.00 
 - - - - 
Lys
7
(BiPy) d 8.61 4.00 1.63 1.27 1.26 NH: 
8.63 
CH2: 

H-3: 8.80 
H-4: 8.32 
H-5: 7.99 
H-6: 8.53 
H-3´: 8.63 
H-4´: 8.65 
H-6´: 9.08 
His
8
 d 8.64 4.83 3.43, 3.08     
Gly
9
 dd 7.81 4.34, 
3.79 
 - - - - 
His
10
 d 8.46 4.80 3.09, 3.00 -    
Lys
11
 d 8.83 4.80 1.71 1.29 1.29 2.95 - 
Leu
12
 d 8.43 3.81 1.27, 0.18 0.83 0.41,  
-0.20 
- - 
Val
13
 d 8.56 4.09 1.59 0.84, 
0.72 
- - - 
Cys
14
 d 8.64 4.80 3.27, 3.12 - - - - 
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9.6.42 Synthese von Peptid P41 
 
 [dsb
1,14
] Ac-CHWETGK(GA)HGHKLVC-OH 
C80H110N23O23S2 [1826.02] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und die Seitenkette von Lys
7
 wurde gemäß der allgemeinen 
Arbeitsvorschrift mit (TBS)3-Gallussäure 117b modifiziert. Anschließend wurde das Peptid 
entsprechend der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung 
wurden 13 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 6.68 min, Reinheit 100%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 13.6 min, Reinheit 84%. 
LC-MS (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
C80H110N23O23S2
+
 (M
+
) ber.:1826.0221, gef.: 1826.0229. 
1
H-NMR  (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0): 
1.70 mg in 600 µL: 
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Tabelle 9-22: Chemische Verschiebungen der Protonen von Peptid P41, (aus TOCSY-, 
HSQC-Spektren, 600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphatpuffer (pH 3.0)/D2O 9:1). 
 
 
  
AS NH (NH) 

 
 
  Andere 
Ac-Cys
1
 d 8.40 5.15 2.99, 2.50  - - Ac-CH3: 
2.06 
His
2
 d 8.95 4.88 3.25     
Trp
3
 d 8.84 4.84 3.34 - 
 


 


 
Glu
4
 d 9.30 4.78 2.18, 1.95 2.44 - - - 
Thr
5
 d 8.75 4.60 4.19 1.23 - - - 
Gly
6
 dd 8.15 4.29, 
4.05 
 - - - - 
Lys
7
(GA) d 8.64 4.10 1.63 1.27 1.26 NH: 
8.57 
CH2: 

CH: 8.55 
His
8
 d 8.69 4.88 3.50, 3.11     
Gly
9
 dd 7.84 4.30, 
3.75 
 - - - - 
His
10
 d 8.48 4.85 3.15, 3.09 -    
Lys
11
 d 8.83 4.80 1.71 1.29 1.29 2.95 - 
Leu
12
 d 8.45 3.81 1.27, 0.18 0.83 0.42,  
-0.22 
- - 
Val
13
 d 8.60 4.11 1.63 0.84, 
0.72 
- - - 
Cys
14
 d 8.60 4.85 3.21, 3.10 - - - - 
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9.6.43 Synthese von Peptid P42 
 
 [dsb
1,14
] Ac-CHWETGK(GABA)HGHKLVC-OH 
C77H113N24O20S2 [1759.02] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und die Seitenkette von Lys
7
 wurde gemäß der allgemeinen 
Arbeitsvorschrift mit Boc-GABA-OH modifiziert. Anschließend wurde das Peptid 
entsprechend der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung 
wurden 25 mg eines farblosen Feststoffs erhalten.  
HPLC (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 6.42 min, Reinheit 99%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 12.5 min, Reinheit 88%. 
LC-MS (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
C77H113N24O20S2
+
 (M
+
) ber.:1757.8022, gef.: 1757.8025. 
1
H-NMR  (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0): 
2.10 mg in 600 µL: 
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Tabelle 9-23: Chemische Verschiebungen der Protonen von Peptid P42, (aus TOCSY-, 
HSQC-Spektren, 600 MHz, 300 K, 50 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 3.0)/D2O 9:1). 
 
 
  
AS NH (NH) 

 
 
  Andere 
Ac-Cys
1
 d 8.43 5.15 2.95, 2.45  - - Ac-CH3: 
2.07 
His
2
 d 8.96 4.86 3.23     
Trp
3
 d 8.86 4.87 3.31, 2.98 - 
 


 


 
Glu
4
 d 9.31 4.83 2.22, 1.96 2.45 - - - 
 Thr
5
 d 8.75 4.54 4.19 1.22 - - - 
Gly
6
 dd 8.15 4.32, 
4.00 
 - - - - 
Lys
7
(GABA) d 8.65 4.03 1.63 1.50 1.21 NH: 
8.03 
CH2: 

2-H: 1.44 
3-H: 1.15 
4-H: 3.12 
His
8
 d 8.63 4.76 3.43, 3.09     
Gly
9
 dd 7.77 4.32, 
3.81 
 - - - - 
His
10
 d 8.69 5.26 3.27, 3.13 -    
Lys
11
 d 8.83 4.80 1.71 1.29 1.29 2.95 - 
Leu
12
 d 8.45 3.81 1.25, 0.19 0.82 0.42,  
-0.22 
- - 
Val
13
 d 8.58 4.08 1.59 0.86, 
0.73 
- - - 
Cys
14
 d 8.50 4.85 3.21, 3.10 - - - - 
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9.6.43 Synthese von Peptid P43 
 
 [dsb
1,14
] Ac-CHWETGK(DL-Hop)HGHKLVC-OH 
C79H109N24O22S2 [1811.01] 
 
Das Peptid wurde nach der allgemeinen Vorschrift zur automatisierten Peptidsynthese im 
0.1 mM Maßstab dargestellt und die Seitenkette von Lys
7
 wurde gemäß der allgemeinen 
Arbeitsvorschrift mit der racemischen Aminosäure Fmoc-DL-Hop(tBu)-OH 50 modifiziert. 
Nach Acylierung erfolgte zusätzlich die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe mit 20% 
Piperidin in DMF zweifach für je zehn Minuten. Anschließend wurde das Peptid entsprechend 
der allgemeinen Vorschrift zur Disulfid-Oxidation oxidiert. Nach Aufreinigung wurden 16 mg 
eines farblosen Feststoffs erhalten. Das Produkt wurde als ein gemischer beider 
diastereomerer Peptide indentifiziert.  
HPLC (0.45  mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 10 min): 
tr = 6.42 min, Reinheit 99%. 
Semiprep-HPLC (15 mL/min, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
tr = 12.5 min, Reinheit 88%. 
LC-MS (ESI+, MeCN, 10-40% MeCN in H2O in 30 min): 
C79H109N24O22S2
+
 (M
+
) ber.:1809.7601, gef.: 1809.7610. 
1
H-NMR (600 MHz, 300 K, 50 mM Phosphat/D2O 9:1, pH 3.0): 
1.80 mg in 600 µL: 
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